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1. Einleitung 
Krebserkrankungen stellen eine der häufigsten Todesursachen in westlichen 
Industrieländern dar. Neben genetischer Disposition und Umweltfaktoren, scheinen 
Ernährungsgewohnheiten, besonders bei der Entstehung von Tumoren im 
Gastrointestinaltrakt, eine große Rolle zu spielen [Rafter et al., 2004]. In den letzten 
Jahren hat sich das Gesundheitsbewusstsein in den westlichen Industrieländern 
stark verändert, hierbei kommt der Prävention von Krebserkrankungen ein großer 
Stellenwert zu. Im Hinblick auf eine mögliche Krebsprävention sind sogenannte 
„sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe“ in den Fokus des Interesses gerückt. Zahlreiche 
Studien zeigen, dass diese Verbindungen, insbesondere Polyphenole, das 
Tumorwachstum hemmen [Kern et al., 2005; Kern et al., 2007; Barth et al., 2005; 
Cooke et al., 2006]. Viele der sekundären Pflanzeninhaltsstoffe sind durch ihre 
Wirkungen auf epigenetische Faktoren wie z.B. die Acetylierung / Deacetylierung von 
Histonen mit positiven gesundheitlichen Aspekten assoziiert. Jedoch stellen solche 
Prozesse auch Eingriffe in die DNA-Integrität dar, weshalb im Hinblick einer 
vollständigen Nutzen-/Risikoabschätzung auch die Frage nach gesundheitlich 
nachteiligen Effekten gestellt werden sollte.  
Sekundäre Pflanzenstoffe aus der Klasse der Alkenylbenzene kommen in 
verschiedenen Kräutern und Gewürzen wie Basilikum, Fenchel, Sternanis und 
Muskatnuss vor [Gardner et al., 1997; Jeurissen et al., 2006; NTP, 2000]. In Form 
natürlicher ätherischer Öle findet z.B. das Alkenylbenzen Methyleugenol in der 
Lebensmittelindustrie als Aroma- und Geschmacksstoff in Kaugummis, Eiscreme, 
Bonbons sowie in der Kosmetikindustrie als Duftstoff für Cremes und Parfum 
Verwendung [Smith et al., 2002]. Die Forschung beschäftigt sich bereits seit einigen 
Jahren mit der Risikobewertung von Methyleugenol und anderen Alkenylbenzenen. 
Methyleugenol wurde bereits auf Grund seiner Wirkung in Tierversuchen von dem 
"Scientific Committee on Food" als gentoxisches Kanzerogen eingestuft [NTP, 2000; 
SCF, 2001]. In einigen Studien wurde gezeigt, dass die metabolische Aktivierung von 
Methyleugenol und damit auch die gebildeten oxidativen Metaboliten eine wichtige 
Rolle für die Toxizität spielen und somit auch in der Risikobewertung von 
Methyleugenol berücksichtigt werden sollten [Gardner et al., 1997; Jeurissen et al., 
2006; Cartus et al., 2012].  
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Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen zum einen posttranslationale Modifikationen 
der Histondeacetylase durch Polyphenole und zum anderen die Untersuchung der 
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2.Theoretische Grundlagen 
2.1 Die DNA 
2.1.1 DNA und Chromosomen 
Die Nukleinsäuren gelten als die Schlüsselmoleküle des Lebens, da sie die 
genetische Information enthalten. Die Nukleinsäuren sind chemisch gesehen 
Polynukleotide, die aus heterozyklischen Basen, Kohlenhydrat-Bausteinen und 
Phosphorsäure aufgebaut sind. Es wird zwischen den Desoxyribonukleinsäuren 
(DNA), welche 2-Desoxyribose als Kohlenhydrateinheit enthalten, und 
Ribonukleinsäuren (RNA) mit Ribosebausteinen unterschieden. Dieser chemische 
Unterschied führt biologisch gesehen  zu einer unterschiedlichen Funktion: die DNA 
enthält das genetische Material, während die RNA an der Biosynthese der Proteine 
beteiligt ist. Die Beweise, dass die DNA die genetische Information trägt, haben die 
klassischen Experimente zur Transformation von Bakterien nach Avery, MacLeod 
und McCarty 1944 geliefert. Röntgenstrukturanalysen in den 1950er Jahren zeigten, 
dass die DNA aus zwei Strängen aufgebaut ist, die in einer Schraube aufgewunden 
ist - der sogenannten Doppelhelix oder Watson-Crick-Struktur (Abb.1) [Karlson et al., 
1994; Alberts et al., 2004; Watson, 1973]. 
 
 
Abb.1: DNA-Struktur, Watson-Crick-Struktur 
[Watson, 1973] 
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Die DNA ist wie bereits beschrieben aus Desoxyribonukleotiden zusammengesetzt. 
Dabei sind die einzelnen Dinukleotide durch Phosphodiesterbrücken zwischen dem 
C-Atom 3' des einen und dem C-Atom 5' des nächstfolgenden Desoxyribonukleotids 
verknüpft. In der DNA kommen ausschließlich die Purinbasen Adenin und Guanin 
sowie die Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin vor. Die Purin- und Pyrimidinbasen 
sind immer über eine glykosidische Bindung an das C-Atom 1' der Desoxyribose 
gebunden (Abb.2) [Löffler, 1999]. 
 
Abb.2: Die Purin- und Pyrimidinbasen der DNA 
[in Anlehnung an Löffler, 1999] 
Die genetische Information ist in der DNA als Sequenz der Basen codiert. Die 
Übertragung der Information beruht auf dem Prinzip der Basenpaarung: jede Base 
bestimmt eindeutig ihre korrespondierende Base und legt damit die Basenfolge im 
neu synthetisierten Strang fest. Die Aneinanderlagerung der Nukleinsäuren durch 
Paarung komplementärer Basen führt zur Raumstruktur der Doppelhelix. Zwischen 
den Basen Adenin und Thymin sowie Guanin und Cytosin bilden sich 
Wasserstoffbrücken aus. Das durch die Verknüpfung von Zucker und Phosphat 
gebildete negativ geladene Rückgrat der beiden Doppelstränge ist nach außen 
orientiert, während die hydrophoben Basen nach innen gerichtet sind. Die beiden 
Zuckerphosphat-Rückgrate winden sich umeinander und formen so die Doppelhelix 
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mit einer vollständigen Drehung nach zehn Basenpaaren. Die Glieder eines jeden 
Basenpaars können nur dann zusammenfinden, wenn die beiden Stränge der 
Doppelhelix antiparallel verlaufen, das heißt, dass die 5'-3'-Richtung in einem Strang 




Abb.3: Die Basenpaarung der DNA 
[in Anlehnung an Alberts et al., 2004] 
 
Der DNA-Gehalt von Säugerzellen liegt je nach Spezies zwischen vier und acht 
pg/Zelle. Angenommen die gesamte DNA einer menschlichen Zelle läge als lineares 
Makromolekül vor, so hätte sie eine Länge von 1,8 m [Löffler, 1999].  
Prokaryonten tragen ihre Gene auf einem einzigen DNA-Molekül, welches ringförmig 
und stark gefaltet im Zytoplasma vorliegt. Hingegen ist die DNA bei Eukaryoten im 
Kern auf einen Satz unterschiedlicher Chromosomen verteilt. Das Genom des 
Menschen ist (circa 3,2 x 109 Nukleotide) auf 24 unterschiedliche Chromosomen 
aufgeteilt. Dabei besteht jedes Chromosom aus einem einzigen, sehr langen linearen 
DNA-Molekül und angelagerten Proteinen, die den DNA-Doppelstrang zu einem 
verdichteten Gebilde falten. Dieser Komplex aus DNA und Proteinen wird Chromatin 
genannt. Chromatin lässt sich noch weiter in Heterochromatin und Euchromatin 
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aufteilen. Im Heterochromatin liegt die DNA dichter gepackt vor, es ist transkriptionell 
inaktiv. Hingegen ist das Euchromatin weiter gepackt und Teile des Chromatins sind 
transkriptionell aktiv. Die Form des Chromatins hängt hierbei von der DNA- bzw. 
Histonmodifikation ab. Im Chromatin liegt die DNA überwiegend als Komplex mit 
Histonen vor (Abb.4). 
 
Abb.4: Chromatin 
 [www.gonome.gov; Darryl Leja, NHGRI] 
 
 
Es werden fünf verschiedene Histonklassen unterschieden: H1, H2A, H2B, H3 und 
H4. Die Histonproteine H2A und H2B sowie H3 und H4 liegen als Dimere vor. Je vier 
derartige Dimere bilden ein oktameres, scheibenförmiges Nukleosomencore. Die 
DNA windet sich in einer Länge von 146 Basenpaaren um das Core-Partikel mit 1,8 
Windungen, wobei das Nukleosom entsteht (Abb.5). 
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Abb.5: Das Nukleosom 
Die Histonproteine H2A und H2B sowie H3 und H4 liegen als Dimere vor; die DNA windet sich 
um das Nukleosom. 
[modifiziert nach Alberts et al., 2004] 
 
Die Verbindungs-DNA, sogenannte Linker, zwischen den Nukleosomen ist circa 20 
bis 80 Basenpaare lang und mit dem Histon H1 assoziiert (Abb.6). Durch die Bindung 
von H1 an den Linker wird das Histonoktamer nun vollständig mit der DNA 
umwunden. Dies wird als Chromatosom bezeichnet und es enthält das 
Histonoktamer, 166 Basenpaare sowie Histon H1 (Abb.6). Die so entstandene 
Nukleosomenkette bildet eine 30 nm lange Struktur, die dadurch entsteht, dass sich 
die Nukleosomenfaser wie auf einer Spule mit etwa sechs Nukleosomen je Windung 
aufwickelt. Diese Faser faltet sich mit Proteinen des Zellkerns, den sogenannten 
Nicht-Histonproteinen, zur schleifenformigen Domäne. Zu den Nicht-Histonproteinen, 
auch HMG-Proteine ("high mobility group") genannt, werden alle im Chromatin mit 
der DNA, den Histonen oder der neugebildeten RNA assoziierten Proteine 
gerechnet, welche in der Chromatin-Präparation enthalten sein können. Dazu 
gehören auch DNA- und RNA-Polymerasen, Regulationsfaktoren und 
Gerüstproteine. 
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Abb.6: Das Chromatosom 
Die Verbindungs-DNA (Linker) ist mit dem Histon H1 verbunden, dadurch wird das 
Histonoktamer vollständig mit der DNA umwunden. Das Chromatosom setzt sich aus dem 
Nukleosom und dem Histon H1 zusammen. 
[in Anlehnung an Alberts et al., 2004] 
Die Chromosomen stellen die "Transportform" der DNA dar. Streng genommen wird 
nur das Erbmaterial der Metaphase als Chromosom bezeichnet. In den anderen 
Phasen des Zellzyklus liegen die DNA-Moleküle als Chromatin vor. Der Name 
Chromosom rührt aus dem Griechischen "Farbkörper", da das Erbgut in der 
Metaphase gut anfärbbar ist und dadurch lichtmikroskopisch sichtbar wird (Abb.7). In 
Eukaryoten ist die DNA in Form von Chromosomen angeordnet. Mit Ausnahme der 
Geschlechtszellen (Gameten) und einiger weniger hoch spezialisierter Zellarten (zum 
Beispiel den roten Blutkörperchen) enthält jede somatische Zelle zwei Kopien eines 
jeden Chromosoms, eine von der mütterlichen und eine von der väterlichen Seite 
vererbt. Daher werden der somatische Chromosomensatz als diploid und der, der 
Gameten, als haploid bezeichnet. Die mütterlichen und väterlichen Chromosomen 
eines Paars werden als Homologe bezeichnet. Die Ausnahme bildet das 
Geschlechtschromosom bei Männern, welches aus dem Y-Chromosom des Vaters 
und des X-Chromosoms der Mutter vererbt wurde. Jede Menschenzelle enthält 
insgesamt 46 Chromosomen, 22 bei Männern und Frauen gleiche Paare (Autosome) 
sowie zwei als Geschlechtschromosomen, die sogenannten Gonosomen [Löffler, 
1999; Alberts et al., 2004; Karlson et al., 1994; Horn et al., 2003].  
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A      B 
  
Abb.7: Chromosom 
A:46 humane Chromosomen der Frau unter dem Lichtmikroskop  [www.tierklinik.de] 
B: Schematischer Aufbau [www.genome.gov; Darryl Leja, NHGRI] 
 
Die Chromosomen sind nur während der Zellteilung (Mitose) gut sichtbar zu machen. 
Die Darstellung der 46 Chromosomen während der Zellteilung wird als Karotyp des 
Menschen bezeichnet. Wenn Teile eines Chromosoms verloren gehen oder 
zwischen Chromosomen ausgetauscht werden, entstehen Chromosomenanomalien, 
welche mit vererbten Defekten oder bestimmten Krebsarten verbunden sind. Es wird 
zwischen fünf verschiedenen Chromosomenmutationen (auch 
Chromosomenaberrationen genannt) unterschieden (Abb.8) [Eisenbrand, 1994; 
Knippers, 1997; Eisenbrand et al., 2006]:  
1. Deletion: Abschnitte eines Chromosoms gehen verloren  
2. Duplikation: Abschnitte eines Chromosoms werden vervielfacht werden  
3. Inversion: Chromosomenabschnitte  verdrehen sich um 180°  
4. Insertion: ein anderes DNA-Stück baut sich in ein Chromosom ein 
5. Translokation: ein Chromosomenstück verlagert sich von seinem 
ursprünglichen Ort auf ein anderes Chromosom  
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Abb.8: Möglichkeiten von Mutationen  















  Theoretische Grundlagen 
 
 - 11 - 
2.1.2 Schädigung der DNA 
Die DNA einer Zelle ist einer Vielzahl von Einflüssen ausgesetzt, die eine 
Veränderung der molekularen Struktur der DNA zur Folge haben. Dabei wird 
zwischen endogenen Einflüssen, welche die intrazellulären Prozesse des 
Zellstoffwechsels beinhalten, und exogenen Einflüssen unterschieden (Abb.9). Ein 
typisches Beispiel für einen endogenen Einfluss sind reaktive Sauerstoffspezies 
(ROS). ROS entstehen hauptsächlich durch die mitochondriale Atmungskette und 
durch inflammatorische Prozesse [Wei, 1998; Pero et al., 1996]. Unter exogenen 
Einflüssen wird hingegen die Wirkung verschiedener gentoxischer Chemikalien oder 
der Einfluss ionisierende Strahlung verstanden. Aber auch bestimmte 
Lebensgewohnheiten wie Zigarettenrauchen oder Industriechemikalien oder 
Senfgas, welches zur Kriegsführung eingesetzt wurde, oder eine Vielzahl von 
Medikamenten, die in der Chemotherapie eingesetzt werden, zählen zu exogenen 
Einflüssen [Lord und Ashworth, 2012].  
 
Abb.9: Die wichtigsten endogenen und exogenen Einflüsse und die möglichen zellulären 
Mechanismen der DNA-Reparatur  
ROS: reaktive Sauerstoffspezies 
[modifiziert nach Mountzios et al., 2008] 
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Alle diese Einflüsse bewirken eine Schädigung der DNA. Hierbei wird zwischen 
verschiedenen DNA-Schäden wie Einzelstrangbruch, Doppelstrangbruch, DNA-
Protein-Quervernetzung, Zuckerverlust, Zuckerschaden, Basenschaden und 
Mehrfachschaden unterschieden (Abb.10). Ein besonderer Schwerpunkt dieser 
Arbeit liegt auf den DNA-Doppelstrangbrüchen, die im nachfolgenden Kapitel 
genauer beschrieben werden. 
 
Abb.10: Verschiedene DNA-Schäden  
[www.mi.fu-berlin.de; www.umingo.de] 
 
Treten Schäden der DNA auf, wird die DNA-Schadensantwort von Sensorproteinen 
initiiert und das Signal durch Phosphorylierungsreaktionen über Transduktorproteine 
zu den Effektorproteinen weitergeleitet [Khanna und Jackson, 2001]. Zu den 
Effektorproteinen zählen Proteine der DNA-Reparaturmechanismen sowie 
Zellzykluskontrollproteine. Durch Aktivierung der Zellzykluskontrollpunkte wird der 
Eintritt der Zelle in die nächste Phase des Zellzyklus verhindert, so dass die Zelle 
den DNA-Schaden reparieren kann (Kapitel 2.2). Ist eine Reparatur nicht möglich, so 
wird der programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet (Kapitel 2.3) [Lowndes und 
Murguia, 2000; Zhou und Elledge, 2000; Shiloh, 2003]. Die Zellzykluskontrollpunkte 
befinden sich am Übergang von der G1-Phase zur S-Phase, innerhalb der S-Phase, 
zwischen der G2-Phase und der M-Phase sowie innerhalb der M-Phase des 
Zellzyklus.  
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Zwei Proteinkinasen ATM ("ataxia telangiectasia mutated protein") und ATR ("ATM 
and Rad3-related") spielen bei der Signaltransduktion nach einer DNA-Schädigung 
eine zentrale Rolle. ATM und ATR gehören zur Familie der Phosphatidylinositol-3-
Kinase ähnlichen Kinasen (PIKKs). Durch Phosphorylierung von Schlüsselproteinen 
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2.1.3 DNA-Doppelstrangbrüche 
Ein DNA-Doppelstrangbruch (DSB) liegt vor, wenn beide Stränge der DNA-
Doppelhelix durch einen Bruch der kovalenten Bindung des Zucker-Phosphat-
Rückgrades getrennt sind und damit die Watson-Crick-Basenpaarung unterbrochen 
ist. DNA-DSB sind im Vergleich zu Einzelstrangbrüchen, bei denen es nur in einem 
der beiden DNA-Stränge zum Bruch kommt, für die Zelle schwieriger zu reparieren. 
Einerseits können sich bei einem DSB die beiden freien DNA-Enden räumlich 
voneinander trennen, andererseits kann die komplementäre Sequenz beider DNA-
Schäden verloren gehen. Kommt es nun zu keiner oder fehlerhaften Reparatur der 
DNA, so kann dies zum Zelltod oder zur chromosomalen Veränderung führen, 
welche die Entstehung von Tumorerkrankungen begünstigt [Khanna und Jackson, 
2001; Hoeijmakers, 2001; Van Gent et al., 2001]. 
Die Reparatur eines DNA-DSB kann über zwei Wege erfolgen, zum einen die 
Homologe Rekombination ("homologous recombination") und zum anderen die nicht-
homologe Endverknüpfung ("non-homologous end joining") [Haber, 2000; Khanna 
und Jackson, 2001; Jackson, 2002; Lord und Ashworth, 2012]. Bei der Homologen 
Rekombination wird der DSB von einem MRN-Komplex erkannt. An die Bruchenden 
bindet das Einzelstrang-Bindeproteine RPA ("replication protein A"). Die 
Rekombinasen Rad51 und BRCA2 ("breast cancer susceptibility gene 2") tauschen 
die RPA aus, wodurch es zur Stranginvasion des Nukleoprotein-Filaments in den 
DNA-Doppelstrang der ungeschädigten Schwesterchromatide kommt. Das 3'-Ende 
der geschädigten DNA wird mit Hilfe der Matrize des ungeschädigten Strangs durch 
die Polymerase I verlängert. Durch Ligase I kommt es zur Schließung der offenen 
DNA-Enden (Abb.11). 
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Abb.11: Homologe Rekombination 
RPA: "replication protein A"; BRCA2: "Breast cancer susceptibility gene 2" 
[in Anlehnung an Junran et al., 2005; Pichierri et al., 2000; Peng und Lin, 2011] 
 
Bei der Nicht-homologen Endverknüpfung bindet das Ku70/Ku80 Heterodimer, 
welches zum System der DNA-abhängigen Kinasen gehört und sich aus den 
Untereinheiten mit dem Molekulargewicht von 70 und 83 kDa zusammensetzt, an die 
freien Bruchenden (Abb.12) [Dynan und Yoo, 1998]. Hierdurch wird die katalytische 
Untereinheit der DNA-abhängigen Proteinkinase (DNA-PKcs) rekrutiert. DNA-PKcs 
bildet zusammen mit dem Ku70/Ku80 Heterodimer das aktive DNA-PK-Holoenzym. 
Dieses wiederum aktiviert Serin/Threonin-Kinasen und bewirkt eine 
Autophosphorylierung. DNA-PK-Holoenzym aktiviert weiter den XRCC4/LigaseIV-
Komplex, der die Strangbrüche verschließt. 
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Abb.12: Nicht-homologe Endverknüpfung 
DNA-PK: DNA-abhängige Proteinkinase; XRCC4: "X-ray repair complementing protein 4" 
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Gamma H2AX 
Die Histon H2A-Familie kann in drei Subfamilien H2A1-H2A2, H2AZ und H2AX 
gegliedert werden [Redon et al., 2002]. Im Vergleich zu den beiden anderen 
Subfamilien der H2A-Familie unterscheidet sich H2AX in dem sogenannten SQE-
Motif. Darunter wird eine hoch konservierte Aminosäuresequenz am C-terminalen 
Histonende aus Serin, Glutamin und Glutaminsäure verstanden [Mannironi et al., 
1989]. Die Bedeutung als Biomarker für DNA-Doppelstrangbrüche beruht auf der 
Phosphorylierung des H2AX Histons (γH2AX) als Schadensantwort. Die 
Phosphorylierung des Histons am Serin 139 ist einer der ersten Schritte in der 
Antwort auf DNA-Doppelstrangbrüche [Modesti und Kanaar, 2001]. Die 
Phosphorylierung wird von ATM und ATR katalysiert [Burma et al., 2001; Fernandez-
Capetillo et al., 2002; Ward und Chen, 2001; Furuta et al., 2003] (Abb.13). Wie 
bereits beschrieben, liegt im C-terminalen Histonende das Serin 139 (SQE Motif), 
welches als Substrat für die Phosphorylierung gilt. Es kommt zu einer starken 
Akkumulation an γH2AX-Molekülen an den Doppelstrangbrüchen, den sogenannten 
γH2AX-Foci [Rogakou et al., 1998]. Diese γH2AX-Foci führen zur Akkumulation 
weiterer Foci an DNA-Doppelstrangbrüche; darunter fallen Proteine wie BRCA1 
("breast cancer susceptibility gene 1"), 53BP1 ("p53-binding protein"), MDC1 
("mediator of DNA damage-checkpoint 1"), Rad51 und MRN-Komplex [Paull et al., 
2000; Schultz  et al., 2000; Goldberg et al., 2003; Stewart et al., 2003; Bekker-
Jensen et al., 2006]. Die Akkumulation der γH2AX-Foci an den DNA-
Doppelstrangbrüchen macht es möglich, mit Hilfe geeigneter Antikörpern diese 
immunfluoreszenzmikroskopisch nachzuweisen. γH2AX wird daher als 
Surrogatmarker für DSB verwendet. 
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Abb.13: Aktivierung von gammaH2AX (γH2AX) 
Durch einen DNA-DSB wird ATM phosphoryliert; dieses wiederum führt zur Phosphorylierung 
von H2AX (γH2AX). Es kommt zur Akkumulation von γH2AX-Molekülen an den 
Doppelstrangbrüchen (γH2AX-Foci). Daher dient γH2AX als Surrogatmarker für DSB. 
DNA: Desoxyribonukleinsäure; ATM: "ataxia telangiectasia mutated protein"; H2AX: Histon 2AX 
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2.2 Der Zellzyklus 
Der grundlegende Mechanismus, durch den Zellen proliferieren, wird Zellzyklus 
genannt. Eine Zelle teilt sich durch eine bestimmte Abfolge von Ereignissen, während 
derer sie zunächst ihre DNA und Organellen verdoppelt und sich dann zweiteilt. Die 
Funktion des Zellzyklus ist die Weitergabe der Erbinformation an die nächste 
Generation. Dazu muss zunächst die DNA jedes Chromosoms fehlerfrei verdoppelt 
werden und anschließend die beiden Kopien aufgeteilt werden, so dass zwei 
genetisch identische Tochterzellen entstehen können. Diese Vorgänge erfolgen in 




G-Phase: "Gap"-Phase; S-Phase: Synthese-Phase; CDK: zyklin-abhängige Kinase 





  Theoretische Grundlagen 
 
 - 20 - 
Während der S-Phase wird die DNA verdoppelt. Diese Phase dauert etwa 10 bis 12 
Stunden und beträgt in Säugerzellen etwa die Hälfte der gesamten Zellzykluszeit. 
Nach der S-Phase erfolgt die M-Phase, in der die Chromosomentrennung und 
Zellteilung erfolgen (circa eine Stunde dauert dieser Vorgang). Die M-Phase enthält 
auch den wohl wichtigsten Vorgang die Mitose, bei der die Teilung des Zellkerns 
erfolgt. Die Mitose ist selbst in verschiedene Phasen unterteilt. In der ersten Phase 
der Mitose, die Prophase, beginnt die Chromosomenkondensation und die 
Spindelfasern beginnen sich zu organisieren. Danach folgt die Prometaphase; hier 
zerfällt die Kernhülle in ihre Bestandteile und die verdoppelten Chromosomen, von 
denen jedes aus zwei Schwesterchromatiden besteht, werden an die Mikrotubuli der 
Mitosespindel geheftet. In der darauffolgenden Metaphase findet die Ausrichtung der 
Chromosomen am Äquator der Mitosespindel statt. Mit der Trennung der 
Schwesterchromatide beginnt die Anaphase, während derer sich die Chromosomen 
in Richtung der entgegengesetzten Spindelpole bewegen. In der Telophase wird die 
Zelle von einem kontraktilen Ring aus Aktin eingeschnürt. Eine neue Kernhülle bildet 
sich und das Chromatin lockert sich auf. Durch die Teilung des Zytoplasmas, 
Zytokinese, und die Verteilung der Organellen wird die Zellteilung vollendet.  
In den meisten Zellzyklen sind zusätzliche Zwischenperioden eingeschoben, die 
sogenannten G- oder Gap-Phasen: eine G1-Phase zwischen M-Phase und S-Phase 
sowie eine G2-Phase zwischen der S-Phase und der Mitose. G1, S und G2  werden 
zusammen auch als Interphase bezeichnet. Die G-Phasen dienen hierbei nicht nur 
als Verzögerungselement, sondern geben der Zelle auch Zeit den Ablauf des 
Zellzyklus durch verschiedene Signale von innerhalb oder außerhalb zu kontrollieren. 
So sind Zellen in der Lage, das Durchlaufen der G1-Phase zu verlängern oder sogar 
in die G0-Phase, den eigenen Ruhezustand der Zelle (z.B. bei ausdifferenzierten 
Zellen), einzutreten. Sind die Signale für Wachstum jedoch günstig, so durchlaufen 
die Zellen von einem frühen G1 oder auch von G0 aus einen sogenannten 
Restriktionspunkt, wodurch die Zelle auf die DNA-Replikation festgelegt wird, selbst 
wenn die extrazellulären Wachstums- und Teilungssignale wegfallen [Alberts et al., 
2004; Karlson et al., 1994]. 
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Damit sich die Zellen nicht willkürlich und ungeregelt teilen, unterliegt der Zellzyklus 
einem Kontrollsystem. Das intrazelluläre Kontrollsystem wird durch extrazelluläre 
Wachstumsfaktoren beeinflusst. Wachstumsfaktoren sind dabei nicht nur für das 
Wachstum der Zelle wichtig, sondern auch für deren Differenzierung und 
Spezialisierung. Bei den Wachstumsfaktoren handelt es sich hauptsächlich um 
Proteine, einige wenige sind auch Steroide. Bislang sind über 50 Wachstumsfaktoren 
bekannt. 
Da es sich bei den meisten Wachstumsfaktoren um Proteine handelt, die nicht die 
Zellmembran passieren können, sind sie häufig an spezifische Rezeptoren 
gekoppelt. Durch Bindung der Wachstumsfaktoren an den entsprechenden Rezeptor 
wird eine Signalkaskade aktiviert, die zur Transkription proliferations-assoziierter 
Gene führt. Hierdurch erfolgt eine Phosphorylierung verschiedener Proteine bzw. 
Enzyme (verschiedene Kinasen), was eine Proliferation begünstigt. Die Aktivität 
dieser Kinasen ist von Zyklinen abhängig, woher auch die Namensgebung der 
zyklinabhängigen Kinasen (CDKs) stammt. Die Zykline D und E spielen eine 
besondere Rolle bei der Überwindung des Restriktionspunktes (Übergang von der 
G1-Phase zur S-Phase). Die Zykline (CycD) bilden zusammen mit ihren CDKs 4 und 
6 den D-Zyklin/CDK4/6-Kinasekomplex, welcher als wichtiges Ziel das RB-Protein 
hat. Das RB-Protein, ein Zellkern-Protein auch als RB-105 bezeichnet, wird von 
Beginn der G1-Phase schrittweise phosphoryliert ("RB" leitet sich von Retinoblastom 
ab; bei diesem Tumor wurde dieses Protein (Tumorsuppressor) entdeckt). Durch 
einen weiteren Zyklin-CDK-Komplex, den E-Zyklin/CDK2-Komplex, kommt es zur 
weiteren Phosphorylierung und damit ist der Restriktionspunkt erreicht. Das 
phosphorylierte RB-Protein setzt den Transkriptionsfaktor E2F frei, welcher zur 
Aktivierung der ihm zugehörigen Gene führt. Diese Gene codieren hauptsächlich 
Proteine, welche für die beginnende S-Phase notwendig sind. EGF2 steigert zum 
Beispiel die Expression der Zykline E und A sowie der MYC-Proteine.  Das MYC-
Protein ist ein Transkriptionsfaktor, welcher wiederum Gene aktiviert, die das 
Zellwachstum fördern (in Tumorzellen ist das MYC-Protein meist überexprimiert; 
Proto-Onkogen) [Horn et al., 2003; Bonelli et al., 2014]. 
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Der weitere Ablauf des Zellzyklus wird durch Zykline und den CDKs reguliert und 
kontrolliert. Zyklin B übernimmt die Kontrolle der CDK1 und führt die Zelle von der 
G2-Phase in die Mitosephase. Verschiedene Proteine werden von CDK1 
phosphoryliert, so dass es zu einem Zerfall der Kernmembran kommt und das 
Zytoskelett reorganisiert wird. Am Ende der Mitose wird Zyklin B durch 
Ubiquitinierung und Proteasomen abgebaut. 
Bestimmte Proteine sind in der Lage die CDKs zu hemmen und somit die 
Progression des Zellzyklus zu verhindern. So auch das p16-Protein- es inhibiert den 
D-Zyklin/CDK4/6-Komplex und damit die Phosphorylierung von RB. Folglich bleibt 
E2F gebunden und die S-Phase wird nicht eingeleitet. Ein anderes Beispiel ist das 
p21-Protein. p21 liegt in der G1-Phase als Komplex vor, der aus D-Zyklin, CDK4 und 
CDK6 sowie einer Untereinheit der DNA-Polymerase δ besteht. Ebenso ist p21 in der 
G2-Phase von besonderer Bedeutung; hier wird über eine vermehrte Expression von 
p21 der p53-vermittelte-G2-Arrest vermittelt (siehe Kap. 2.3). Ein weiteres 
Inhibitorprotein der CDKs ist das p27-Protein. p27 spielt bei der Regulation des Ein- 
und Ausgangs der G0-Phase eine besondere Rolle, da es zur Hemmung der Zyklinen 
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2.3 Zellzyklus-Regulation, Apoptose und Genomische       
      Instabilität 
Eingriffe in die Mechanismen der Zellzyklus-Regulation, DNA-Reparatur und 
Apoptose führen zur genomischen Instabilität. Organismen haben im Laufe der 
Evolution Mechanismen entwickelt, die die genomische Integrität durch 
Zellzyklusarreste nach einer aufgetretenen DNA-Schädigung aufrechterhalten. Diese 
Kontrollmechanismen erlauben der Zelle, die DNA zu reparieren oder bei einer zu 
starken Schädigung der DNA die Apoptose einzuleiten. Defekte an diesen 
Kontrollmechanismen führen zur genomischen Instabilität und damit auch zur 
Entartung von Zellen und so zur Entstehung von Krebs [Motoyama und Naka, 2004]. 
Eine wichtige Funktion spielen hierbei die sogenannten Tumorsuppressorproteine. 
Zwei besonders wichtige Tumorsuppressorproteine sind p53 sowie das 
Retinoblastomprotein pRB, auf die im Folgenden näher eingegangen wird. 
Die Proteinkinasen ATM und ATR, sowie die nachregulierten Substratproteine Chk1 
und Chk2 ("Checkpoint Kinasen") spielen eine wichtige Rolle als Marker für eine 
vorliegende Schädigung der DNA. ATM wurde erstmals 1995 als 370 kDa schwere 
Proteinkinase charakterisiert [Savitsky et al., 1995]. ATM hat eine Vielzahl an 
Substraten und viele zelluläre Prozesse werden durch ATM beeinflusst [Kastan und 
Lim, 2000]. Histon H2AX, ATRIP ("ATR-interacting protein") und BRCA1 fungieren 
als Adapter bei der Rekrutierung von ATM und ATR [Motoyama und Naka, 2004]. 
Sowohl ATM als auch ATR gehören zur Gruppe der Phosphatidylinositol-3-Kinase-
verwandte Kinasen (PIKK), einer Familie von Proteinkinasen, welche eine Vielzahl 
weiterer Proteine reguliert; darunter auch die Kinasen Chk1 und Chk2, die die 
Funktion der Kontrollpunktaktivierung im Zellzyklus als Reaktion auf eine DNA-
Schädigung haben [Shiloh, 2003]. Histon H2AX und BRCA1 sind ebenso 
Zielstrukturen von ATM und ATR- vermittelter Phosphorylierung und übertragen das 
Signal der DNA-Schädigung zu weiterregulierenden Molekülen wie Chk1 und Chk2 
[Motoyama und Naka, 2004]. Die Forschung an ATM und ATR ist besonders auf den 
Effekt dieser Proteinkinasen auf die Zellzykluskontrollpunkte gerichtet. Der Zellzyklus 
kann an verschiedenen Stufen oder Punkten unterbrochen werden und die Zelle 
kann arretieren. Meist wird der Zellzyklus vor der S-Phase oder während der S-
Phase (auch bekannt als G1/S-Arrest bzw. -Kontrollpunkt) oder vor der Mitose (G2-
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Arrest bzw. -Kontrollpunkt) bei einer Schädigung der DNA unterbrochen [Kastan und 
Lim, 2000]. 
Der wichtigste Schritt im G1/S-Kontrollpunkt ist die Stabilisierung und Aktivierung 
von p53, was die Transkription des p21 Gens induziert und damit die Hemmung des 
Zyklin E-CDK2 Komplexes (Abb.15). p53 ist ein sehr wichtiges Protein, welches auch 
als "Wächter des Genoms" bezeichnet wird. Es ist wie pRb (Retinoblastom-Protein) 
im Zellkern lokalisiert und hat ein Molekulargewicht von 53 kDa [Horn et al., 2003]. 
Hingegen zu RB wird die Funktion von p53 nicht nur über den 
Phosphorylierungsgrad, sondern auch über die Konzentration bestimmt. Signale, die 
p53 beeinflussen, hängen mit der Interaktion von p53 und seinem Gegenspieler 
MDM2 ("mouse double minute 2 homolog") zusammen. Das MDM2 Onkogen ist eine 
Ringfingertyp Ubiquitin Ligase, welche sowohl MDM2 als auch p53 ubiquitinyliert. Die 
Bindung an den N-Terminus von p53 führt zur Ubiquitinylierung von p53 und folglich 
zur Degradation durch das 26S Proteasom. ATM hängt mit der Regulation von p53 
zusammen im Hinblick auf die direkte Phosphorylierung von p53 an Ser-15. Dies 
führt zur Unterbrechung der p53-MDM2 Interaktion und damit zur Anreicherung von 
p53. Diese Konzentrationszunahme löst auch die Anreicherung von p21 aus. Das 
p21 Protein bindet CDKs (wie bereits oben beschrieben) und hemmt die 
Phosphorylierung von Retinoblastomprotein pRb. Normalerweise besteht die 
Funktion von pRb darin, die Transkriptionsfaktoren für den Übergang in die S-Phase 
zu binden und zu inaktivieren. Erst durch Phosphorylierung von pRb werden die 
Transkriptionsfaktoren freigesetzt und der Zellzyklus kann fortschreiten. Wird die 
Phosphorylierung von pRb gehemmt, so kann die Zelle nicht von der G1-Phase in die 
S-Phase übergehen [Löffler, 1999]. ATM phosphoryliert auch MDM2 an Ser-395, was 
zu einer Behinderung des Transports des MDM2-p53 Komplexes aus dem Zellkern 
führt. Außerdem phosphoryliert ATM die Tyrosin Kinase c-ABL an Ser-465; die 
aktivierte c-ABL führt weiter zur Stabilisierung von p53, in dem sie MDM2 an Tyr-394 
phosphoryliert [Goldberg et al., 2002]. Weiter phosphoryliert ATM Chk2 an Thr-68 
und führt zur Oligomerisierung von Chk2, in dem eine spezifische Bindungsstelle für 
die FHA Domäne eines anderen Chk2 Moleküls gebildet wird [Xu et al., 2002; Ahn et 
al., 2002]. Die Homodimerisierung von Chk2 ermöglicht die trans-Phosphorylierung 
der C-terminalen Kinase Domäne (Thr-383, Thr-387), welche für die vollständige 
Aktivierung von Chk2 verantwortlich ist. Chk2 formt einen stabilen Komplex mit p53 
und aktiviert p53 durch Phosphorylierung (Ser-20 in Menschen) [Falck et al., 2001; 
  Theoretische Grundlagen 
 
 - 25 - 
Hirao et al., 2002; Takai et al., 2002]. Chk2 scheint essentiell für die Aktivierung von 
p53 als Antwort auf die Schädigung der DNA zu sein und damit führt Chk2 zu einem 
G1-Arrest durch p53 [Hirao et al., 2002; Takai et al., 2002]. In Tab.1 sind die 
phosphorylierten Zielenzyme zur G1-Arretierung im Überblick aufgelistet. 
Tab.1: Auflistung der phosphorylierten Zielenzyme zur G1-Arretierung 
Substrat Position zelluläre Antwort Literatur 
p53 Ser-15 
Anreicherung von p53 
Anreicherung von p21 
Löffler, 1999 
pRB  Inaktivierung der Transkriptions-faktoren für Übergang zur S-Phase Löffler, 1999 
MDM2 Ser-395 Transport von MDM-2-p53-Komplex ↓ Goldberg et al., 2002 
cABL Ser-465 Stabilisierung von p53 Goldberg et al., 2002 
MDM2 Tyr-394 Stabilisierung von p53 Goldberg et al., 2002 
CHK2 Thr-68 Oligomerisierung von CHK2 
Xu et al., 2002 






Aktivierung von CHK2 Falck et al., 2001 
p53 Ser-20 G1-Arrest 
Hirao et al., 2002 
Takai et al., 2002 
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Abb.15: Signalweg von p53 
Nach DNA-Schädigung phosphoryliert ATM MDM2; es kommt zur Stabilisierung von p53. 
Danach Aktivierung von p21 und Zellzyklusarrest oder DNA-Reparatur oder Apoptose 
MDM2: "mouse double minute 2 homolog"; PARP: Poly(ADP-ribose)-Polymerase; UB: Ubiquitin 
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Zwei Signalwege spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des intra-S 
Kontrollpunktes: zum einen der ATM-Chk2-CDC25A und  zum anderen der ATM-
NBS1-SMC1 (NBS- "Nijmegen breakage syndrome"; SMC- "structural maintenance 
of chromosomes") Signalweg (Abb.16). Die Phosphatase CDC25A ("cell division 
cycle 25 A") aktiviert durch Dephosphorylierung an Thr-14 und Tyr-15 CDK2, 
welches für die DNA Synthese erforderlich ist. Durch ATM aktiviertes Chk2 wird 
CDC25A an Ser-123 phosphoryliert, was zum Abbau über den Ubiquitin-Protease 
Signalweg führt und damit zum Stopp des Zellzyklusverlaufs in der S-Phase. Eine 
andere Möglichkeit der intra-S Kontrollpunkt-Aktivierung ist die die Phosphorylierung 
von NBS1 an Ser-343 durch ATM. SMC1 wird an ser-957 und Ser-966 durch ATM in 
Abhängigkeit von NBS1 (Nibrin 1) phosphoryliert und führt zur Aktivierung des intra-S 
Arrestes. Die Mediatorproteine 53BP1 ("p53 binding protein"), BRCA1 und MDC1 
("Mediator of DNA-damage checkpoint") tragen auch zur Aktivierung des intra-S 
Arrestes bei, jedoch ist der genaue Mechanismus bislang noch ungeklärt [Hirao et 
al., 2002; Takai et al., 2002; Kim et al., 2002; Yazdi et al., 2002; Zhao et al., 2002; 
Sorensen et al., 2003]. BRCA1 ist ein Phosphoprotein, welches in etwa 50% der 
vorkommenden Brust- und Eierstockkrebsarten mutiert ist [Nomizu et al., 1997]. 
BRCA1 beinhaltet ein BRCT Motiv, das in verschiedenen DNA-Reparatur- und 
Zellzyklus-Proteinen detektiert wird [Callebaut und Mornon, 1997]. Es wird davon 
ausgegangen, dass BRCA1 mit Rad51 (ein essentielles Protein bei der DNA 
Reparatur) einen Komplex formt. Jedoch kann die Wirkung von ATM auf BRCA1 
direkt oder indirekt sein, da Chk2 ebenso BRCA1 phosphoryliert [Scully et al., 1997; 
Kastan und Lim, 2000; Gowen et al., 1998; Moynahan et al., 1999 Gartei et al., 
2001]. Eine andere Möglichkeit ist die Komplexbildung mit BARD1 ("BRAC1 
associated Ring domain 1") [Fabbro et al., 2004]. Die Heterodimerisierung schützt 
sowohl BRCA1 als auch BARD1 vor Degradation [Joukov et al., 2001; Hashizume et 
al., 2001]. In der Studie von Fabbro et al. wurde gezeigt, dass der Komplex aus 
BRCA1 und BARD1 eine Adapter Funktion für p53 ausübt, nachdem der Komplex an 
Ser-1423 und Ser-1524 durch ATM/ATR phosphoryliert wurde. BRCA1 ist notwendig 
für die Phosphorylierung an Ser-15 des p53 als Antwort auf eine DNA-Schädigung 
und damit auch wichtig für den G1/S- Kontrollpunkt [Fabbro et al., 2004].  
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Abb.16: Aktivierung des intra-S-Kontrollpunktes 
Nach DNA-Schädigung wird ATM aktiviert, was zum einen zur Phosphorylierung von CHK2 
führt und damit zur Phosphorylierung von CDC25a und so zum intra-S-Arrest bzw. zum 
proteasomalen Abbau. Zum anderen führt die Aktivierung von ATM zur Phosphorylierung von 
SMC1 und NBS1 und damit zur Aktivierung der Mediatorproteine BRCA1, 53BP1 und MDC1, 
was ebenso zum intra-S-Arrest führt ATM: "ataxia telangiectasia mutated protein"; CHK2: 
"Checkpoint Kinase 2"; CDC: "Cell division cycle"; SMC1: "Structural maintenance of 
chromosomes"; NBS1: Nibrin; 53BP1: "p53 binding protein"; MDC1: "Mediator of DNA-damage 
checkpoint" ; BRCA1: "breast cancer susceptibility gene 1" 
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Bei der Aktivierung des G2-Kontrollpunktes spielt die Inhibierung der Mitose-
promoting Phosphatase CDC25C eine wichtige Rolle. ATM und ATR aktivieren Chk1, 
eine Serine/Threonin Kinase, durch Phosphorylierung an Ser-317 und Ser-345 
(Abb.17) [Zou et al., 2003]. Das aktivierte Chk1 phosphoryliert anschließend 
CDC25C an Ser-216 und formt so eine Bindungsmöglichkeit für das 14-3-3 Protein. 
Diese Interaktion mit dem 14-3-3 Protein unterdrückt die CDC25C 
Dephosphorylierung und aktiviert den mitotischen Kinasekomplex Zyklin B-Cdc2, 
welcher den Eintritt geschädigter Zellen in die Mitose verhindert [Brown und 
Baltimore, 2003; Blackwood et al., 2013]. ATM phosphoryliert auch Chk2, welche 
wiederum wie Chk1 CDC25C phosphoryliert [Kastan und Lim, 2000]. BRCA1, eine 
Zielstruktur von ATM, Chk1 und Chk2, führt ebenso zu einem G2-Arrest, da wie 
bereits beschrieben Chk1 CDC25C phosphorylieren kann und damit einen G2-Arrest 
auslöst  [Mailand et al. ,2000; Kastan und Lim, 2000; Yarden et al., 2002; Foray et 
al., 2003].  
γH2AX ist essentiell für die Rekrutierung von Reparaturfaktoren wie 53BP1, BRCA1, 
MDC1 und des MRE11-RAD50-NBS1 Komplexes auf die Seite des DNA-Schadens 
[Celeste et al., 2003; Bassing et al., 2002; Celeste et al., 2002]. Zellen von Mäusen, 
die kein H2AX Gen besitzen, haben einen Defekt im G2-Kontrollpunkt [Fernandez-
Capetillo et al., 2002]. 53BP1 ist ein sehr wichtiger Mediator des DNA-Schädigung-
Signals, der für den Zellzyklusarrest während der G2-Phase verantwortlich ist 
[Fernandez-Capetillo et al., 2002; DiTullio et al., 2002; Wang et al., 2002]. 53BP1 
bindet an p53, Chk2 sowie BRCA1 und reguliert die Phosphorylierung [Ward et al., 
2003]. In einer Studie von Zhang et al. wurde gezeigt, dass p53 auch in der Lage ist 
über den ATM/Chk2-Signalweg einen G2-Arrest auszulösen [Zhang et al., 2013]. 
Auch Wahl et al. beschreibt für p53 verschiedene Mechanismen, die sowohl zu einen 
G1/S als auch zu einem G2/M-Arrest führen können [Wahl et al., 2001]. Wie 
nachfolgend beschrieben hat p53 als Tumorsuppressorprotein nicht nur die Funktion 
der Zellzyklusregulation, sondern auch der Apoptose [Levine, 1997]. 
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Abb.17: Aktivierung des G2-Kontrollpunktes 
ATM und ATR werden nach DNA-Schädigung aktiviert und phosphorylieren CHK1, CHK2 und 
H2AX. Dies führt über Signalkaskaden zu einem G2-Arrest 
ATM: "ataxia telangiectasia mutated protein"; ATR: "ATM-and Rad3-related"; CHK: "Checkpoint 
Kinase"; CDC: "Cell division cycle"; 53BP1: "p53 binding protein"; MDC1: "Mediator of DNA-
damage checkpoint" ; BRCA1: "breast cancer susceptibility gene 1"; H2AX: Histon 2AX; 
BARD1: "BRCA1 associated Ring domain 1" 
 [modifiziert nach Kastan und Lim, 2000] 
 
  Theoretische Grundlagen 
 
 - 31 - 
Apoptose 
Eine Reihe von Genen codieren Proteine, die den Durchlauf des Zellzyklus hemmen. 
Ihre physiologische Funktion beruht auf der Verhinderung der Proliferation der Zelle 
bei einer DNA-Schädigung. Durch die Möglichkeit der Arretierung an den 
Kontrollpunkten des Zellzyklus kann die Zelle entweder den DNA-Schaden 
reparieren oder die Apoptose, den programmierten Zelltod, einleiten. Die 
charakteristischen Merkmale der Apoptose, welche sie auch deutlich von der 
Nekrose unterscheiden, sind ein Schrumpfen der Zelle, Chromatinkondensation und 
DNA-Fragmentierung durch Endonukleasen. Die Plasmamembran bleibt intakt und 
anschließend wird der Inhalt der apoptotischen Zelle in membranumhüllte 
apoptotische Körperchen verpackt und durch Phagozytose von Makrophagen 
aufgenommen (Abb.18) [Jin und El-Deiry, 2005]. 
 
Abb.18: Ablauf des Apoptoseprozesses:  
Schrumpfen der Zellen; Chromatinkondensation; Bildung der Apoptotischen Körperchen 
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Die Apoptose wird über zwei unterschiedliche Signalwege eingeleitet, den 
extrinsischen Weg ("Todesrezeptor"-Weg) und den intrinsischen Weg 
(mitochondrialen Weg) (Abb.19). Der extrinsische Signalweg wird eingeleitet  durch 
Ligandenbindung (wie z.B. TNFα: Tumornekrosefaktor und andere Zytokine) an den 
sogenannten "Todesrezeptor" (z.B. CD25). Durch die Oligomerisierung des 
Rezeptors binden die Adaptermoleküle FADD ("Fas- associated death domain") und 
die proCaspase 8 und bilden zusammen den DIS-Komplex ("death inducing 
signaling"), der in der Aktivierung der Caspase 8 resultiert, wodurch die sogenannte 
Caspase-Kaskade ausgelöst wird. Der intrinischen Weg der Apoptose kann durch 
Tumorsuppressorgene, wie p53, ausgelöst werden. p53 steigert die Genexpression 
des BAX-Gens, welches proapoptotisch wirksam ist und die Freisetzung von 
Zytochrom c fördert [Horn et al., 2003; Rübben, 2009; Daniel, 2003]. Wie bereits 
beschrieben, ist Chk2 ein wichtiger Regulator der p53 Stabilität [Hirao et al., 2002; 
Takai et al., 2002]. Die Aktivierung von Chk2, welche mit der p53-vermittelten 
Apoptose zusammenhängt, ist sowohl über den ATM-abhängigen als auch  
-unabhängigen Weg reguliert (ATX) [Shiloh, 2003]. Nach einer DNA-Schädigung wird 
p53 aktiviert und führt zu einer Induktion von p53 Zielgenen, wie Noxa, BAX und 
Puma. Die Aktivierung dieser Proapoptotischen Gene hängt auch mit der 
Phosphorylierung von p53 an Ser-46 durch HIPK2 ("homeodomain-interacting 
protein kinase 2") zusammen. HIPK2 ist eine nukleare Serine-Threonin Kinase, die 
lokalisiert ist zu subnuklearen Strukturen auch bekannt als PML onkogene Domäne 
(PODs) [D'Orazi et al., 2002; Hofmann et al., 2002]. Die resultierende Freisetzung 
von Zytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytoplasma führt zur Bildung eines 
Proteinkomplexes, des sogenannten Apoptosom, und stellt die aktive Form der 
Caspase 9 dar. Diese initiiert die Caspase-Kaskade. Durch sogenannte 
Effektorcaspasen (Caspase 3, 6 und 7) wird der apoptotische Tod der Zelle 
durchgeführt [Hengartner, 2000; Yuan et al., 2000]. 
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Abb.19: Schematischer Ablauf der extrinsischen und intrinsischen Signalkaskade der Apoptose 
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2.4 Topoisomerasen 
Die DNA einer Zelle muss für sämtliche Vorgänge, wie Replikation, Transkription, 
Rekombination und Reparatur sowohl entwunden als auch wieder verdrillt werden. 
Die Regulation dieses topologischen Status der DNA wird durch die sogenannten 
Topoisomerasen festgelegt. Durch Einfügen von Strangbrüchen, Hindurchführen von 
anderen Strängen, Verdrillungen und Verknotung katalysieren diese Enzyme 
Änderungen in der DNA-Topologie [Boege, 1996; Keck und Berger, 1999; Corbett 
und Berger, 2004]. 
Auf Grund ihrer strukturellen Eigenschaften und des Wirkmechanismus werden 
Topoisomerasen in vier Klassen unterteilt (Tab.2). Enzyme der Typ I Familie 
erzeugen einen transienten Einzelstrangbruch und werden wiederum in Typ IA und 
IB unterteilt. Typ IA relaxieren DNA, in dem sie einen Strang schneiden und den 
komplementären Strang hindurchführen und danach den DNA-Bruch verschließen. 
Topoisomerasen der Klasse I benötigen hierzu kein ATP (Adenosindiphosphat). Die 
Veränderung der Verwindungszahl erfolgt dabei immer in Einer-Schritten pro 
Reaktion. Hingegen  können Enzyme vom Typ IB mehrere Drehungen der Duplex-
DNA um die Phosphodiesterbindung durchführen und so die Verwindungszahl um 
mehrere Einheiten pro Reaktion verändern [Corbett und Berger, 2004]. 
Topoisomerasen der Typ II Familie induzieren Doppelstrangbrüche in der DNA. Die 
Einteilung in weitere Untergruppen erfolgt hier durch die strukturellen Bedingungen 
[Champoux, 2001]. Typ IIA schneiden die zwei DNA-Stränge der Doppelhelix und 
bilden einen Topoisomerase-DNA-Komplex. Durch diesen Komplex wird ein weiterer 
Doppelstrang hindurchgeführt und der DNA-Doppelstrangbruch wird unter ATP 
Verbrauch wieder verschlossen. Die Topoisomerasen besitzen jedoch eine 
Gemeinsamkeit: die kovalente Bindung des Enzyms an die DNA erfolgt über eine 
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Tab.2: Vorkommen der Topoisomerasen 
Topoisomerase Typ Vorkommen 
 IA E. coli Topoisomerase I und III, Hefe 
Topoisomerase III, Topoisomerase IIIα/β 
von Säugetierzellen 
IB Topoisomerase  I aus Hefen und 
Säugerzellen, Topoisomerase V aus  
Methanopyrus kandleri 
IIA E.coli DNA-Gyrase, Topoisomerase IV, 
Topoisomerase II in Hefen, 
Topoisomerase IIα/β von Säugerzellen 
IIB Topoisomerase VI von Archae-Bakterien 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nur die Topoisomerase I (aus der Klasse 
IB) und  die Topoisomerase IIα und IIβ (aus der Klasse IIA) untersucht, auf die nun 
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2.4.1 Topoisomerase I 
Die Topoisomerasen vom Typ IB sind monomere Enzyme, welche weder ATP noch 
Mg2+-Ionen als Cofaktor benötigen, um superspiralisierte DNA zu relaxieren. Typ IB 
Topoisomerasen haben eine Größe zwischen 80-100 kDa [Berger, 1998; Interthal et 
al., 2001]. Die humane Topoisomerase I, die ein Zellkern lokalisiertes Protein 
darstellt, besteht aus 756 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von 91 kDa 
[Steward et al., 1996; Champoux, 2001]. Diese Topoisomerase wird auf dem 
Chromosom 20q12-13.2 codiert [Juan et al., 1988]. In der Promoterregion dieses 
Gens finden sich die Bindungsstellen für "cAMP-responsive-element-binding-protein" 
(CREP/ATF), "octamer transcription factor" (OTF), Sp 1 oder NF-ϰB [Larson und 
Gobert, 1999]. 
Bei der Topoisomerase I handelt es sich um ein Phosphoprotein, welches durch 
Serin/Theorin-Kinasen wie zum Beispiel Proteinkinase C phosphoryliert wird und 
damit aktiv vorliegt [Pommier et al., 1990; Larsen und Gobert, 1999; Yu et al.,2004]. 
Eine Dephosphorylierung führt demzufolge zur Inaktivierung des Enzyms, das heißt, 
dass die Topoisomerase I nicht in der Lage ist, superspiralisierte DNA zu relaxieren. 
Ein reversibler Aktivitätsverlust kann auch durch eine poly-ADP-Ribosylierung 
erfolgen. Diese Hemmung der Topoisomerase I tritt auf, wenn ein DNA-Strangbruch 
vorliegt und dieser Schaden repariert wird [Larsen und Gobert, 1999]. 
Die humane Topoisomerase I setzt sich aus vier Domänen zusammen: die 
aminoterminale Domäne („Cap“, 1-214), die Kern- Domäne ("Core", 215-635), die 
Linker-Domäne (636-712) und die C-terminale Domäne (713-765) [Steward et al., 
1996; Redindo et al., 1998] (Abb.20) 
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Abb.20: Struktur der Topoisomerase I 
A) Kristalline Struktur der humanen Topoisomerase I im Komplex mit 22 BP DNA 
B) Blickwinkel der kristallinen Struktur von Topoisomerase I entlang der Achse der DNA Helix 
C) Model der Klammeröffnung des Proteins 
[modifiziert nach Carey et al., 2003] 
 
Die aminoterminale Domäne besteht aus 214 Aminosäuren und ist nicht essentiell für 
die katalytische Enzymaktivität. Jedoch spielt die N-terminale Domäne für die Zelle 
eine wichtige Rolle, da diese Domäne vier nukleare Lokalisationssequenzen besitzt, 
um mit anderen zellulären Proteinen, wie Transkriptionsfaktoren oder p53 zu 
interagieren [Mo et al., 2000; Pourquier und Pommier, 2001; Champoux, 2001]. 
Darauf folgt die hoch homologe Kern-Domäne, welche sich aus 421 Aminosäuren 
zusammensetzt, in drei Untereinheiten (Kern-Subdomäne I, II und III) eingeteilt wird 
und für die eigentliche DNA-Bindung verantwortlich ist [Champoux, 2001]. Eine 
konservierte, Protease-sensitive und aus 77 Aminosäuren bestehende Linker-
Domäne verbindet die Kern-Domäne mit der C-terminalen Domäne. Möglicherweise 
kontrolliert die Linker-Domäne während der DNA-Relaxierung die Rotation des 
ungespaltenen Strangs [Stewart et al., 1997; Pourquier und Pommier, 2001; Lisby et 
al., 2001; Corbett und Berger, 2004]. Die C-terminale Domäne setzt sich aus 53 
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Aminosäuren zusammen. Die aktive Seite des Enzyms setzt sich aus einem 
fünfwertigen Element mit Arg-488, Lys-532, Arg-590, His-632 und Tyr-723 (Arg: 
Arginin; Lys: Lysin; His: Histidin; Tyr: Tyrosin) zusammen [Pommier et al., 2010] Hier 
ist auch das katalytische Zentrum des Enzyms Tyr-723 lokalisiert, welches den 
katalytischen Zyklus startet [Champoux, 2001]. 
Der katalytische Zyklus der humanen Topoisomerase I kann in fünf Stufen unterteilt 
werden: 
1. Im ersten Schritt bindet die Topoisomerase an die DNA. Wie alle Enzyme 
arbeitet  auch die Topoisomerase nach dem "Schlüssel-Schloss-Prinzip", 
indem die Topoisomerase den DNA-Strang "umklammert" und eine positiv 
geladene Tasche für die DNA aus den Subdomänen I und II bildet. Die 
Subdomäne III und die C-terminale Domäne formen eine Basis, in die sich die 
DNA legt. Das "Schließen der Umklammerung" wird durch eine Interaktion von 
sechs Aminosäuren und einer Ionenbrücke begründet [Redindo et al., 1998; 
Champoux, 2001; Carey et al., 2003]. Durch diesen ersten Schritt wird die 
DNA für das anschließende Schneiden positioniert (Abb.21a).  
2. Nun wird die DNA durch die Bindung des Tyr-723 an eine  
3'-Phosphatgruppe und der damit verbundenen Bildung einer 
Phosphodiesterbrücke geschnitten. Der dabei entstandene Enzym-DNA-
Komplex wird auch als "Cleavage" Komplex bezeichnet [Wang, 2002; 
Pommier, 1998] (Abb.21b).  
3. Danach wird der komplementäre DNA-Strang durch den geschnittenen 
Einzelstrang hindurchgeführt. Bei dieser Rotation wird der geschnittene Strang 
gehalten und das freie Ende gedreht. Der Abbau der Torsionsspannung wird 
als mögliche Begründung für die Relaxierung der DNA gesehen (Abb.21c-d).  
4. Im nächsten Schritt wird der DNA-Strang wieder verschlossen (Religation). 
Hier greift die freie 5'-Hydroxylgruppe des geschnittenen Strangs den 
Phosphotyrosinrest an (Abb.21e).  
5. Im letzten Schritt öffnet sich das Enzym und setzt den DNA-Strang frei. 
Dadurch kann die Topoisomerase weitere katalytische Zyklen eingehen 
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[Steward et al., 1998; Corbett und Berger, 2004; Champoux, 2001; Pommier 
et al., 1998] (Abb.21f). 
 
Abb.21: Der katalytische Zyklus der Topoisomerase I 
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2.4.2 Topoisomerase II 
Die humane Topoisomerase II gehört zur Gruppe vom Typ IIA. Im Gegensatz zu 
Topoisomerase I katalysieren Topoisomerase II eine Hindurchführung einer intakten 
DNA-Doppelhelix durch eine zweite Helix, die einen Doppelstrangbruch enthält. 
Topoisomerase II ist ein Heterodimer, welches Mg2+ als Cofaktor und ATP benötigt. 
Es gibt Hinweise, dass auch andere Metallionen als Cofaktoren fungieren können. In 
einer Studie von Gilroy und Austin konnte gezeigt werden, dass Magnesium-, 
Calcium- und Manganionen als Cofaktoren in humaner Topoisomerase II dienen 
können [Gilroy und Austin, 2011]. In einer Untersuchung von Deweese und Osheroff 
konnte gezeigt werden, dass neben Magnesium-, Calcium- und Manganionen auch 
Kobaltionen als Cofaktoren in Frage kommen [Deweese et al., 2009; Deweese und 
Osheroff, 2010]. Topoisomerase II kann superspiralisierte DNA entwinden und DNA-
Ringe katenieren oder dekatenieren. Hierzu muss das Enzym beide Stränge eines 
Doppelstrangs schneiden, um durch die entstandene Lücke einen Doppelstrang 
hindurchführen zu können [Champoux, 2001; Wang, 2002]. 
In Säugetierzellen werden zwei Isoformen des Enzyms exprimiert, Topoisomerase 
IIα und IIβ. Diese beiden Isoformen sind zu 70% sequenzhomolog, jedoch weisen sie 
auch einige Unterschiede auf. Topoisomerase IIα hat ein Molekulargewicht von 170 
kDa und wird von dem Gen 17q21-22 codiert. Topoisomerase IIβ ist mit 180 kDa 
etwas schwerer und wird von dem Gen 3p24 codiert [Tan et al., 1992]. Durch die 
Codierung der beiden Proteine durch verschiedene Gene werden sie auch 
unterschiedlich reguliert und während des Zellzyklus auch unterschiedlich exprimiert. 
So wird die Isoform IIα während der S- und G2 Phase vermehrt gebildet, der Gehalt 
steigt weiter während der G2/M-Phase und sinkt nach Ende der Mitose stark ab. 
Hingegen wird die Isoform IIβ während des gesamten Zellzyklus konstant exprimiert 
[Larsen et al., 1996; Isaacs et al., 1998; Austin und Marsh, 1998]. 
Topoisomerase II-Enzyme können in drei Domänen eingeteilt werden (Abb.22). Die 
Unterteilung in die verschiedenen Domänen beruht auf den Aminosäurensequenzen 
der DNA-Gyrase aus E. coli, sie zählt zu den am besten untersuchtesten Typ IIA 
Topoisomerasen [Burden und Osheroff, 1998; Champoux, 2001]. Die aminoterminale 
Domäne ist mit der B-Untereinheit der DNA-Gyrase homolog. Die Domäne beinhaltet 
die Sequenzen für die ATP-Bindung und Hydrolyse. Die zentrale Untereinheit kann 
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mit der A-Untereinheit der DNA-Gyrase verglichen werden. Sie besitzt das Tyrosin 
(Tyr 805 und Tyr 821 in humaner Topoisomerase IIα und IIβ), welches die kovalente 
Bindung mit der DNA katalysiert [Deweese und Osheroff, 2010]. Die darauf folgende 
C-terminale Domäne ist von Spezies zu Spezies verschieden; sie enthält die 
nukleare Lokalisationssequenz sowie Stellen zur Phosphorylierung, welche für die 
Aktivierung oder Deaktivierung des Enzyms von Bedeutung sein können [Burden und 
Osheroff, 1998; Berger, 1998]. Die Topoisomerase II liegt als Phosphoprotein vor. 
Die Phosphorylierung der hauptsächlichen Serin-Reste wird durch den Zellzyklus 
reguliert. Wie bereits beschrieben liegt das Maximum der Expression in der G2/M-
Phase. 
Es lässt sich zusammenfassen, dass der aminoterminale und die zentrale Domäne 
für die katalytische Aktivität eine wichtige Rolle spielen, hingegen die C-terminale 
Domäne für die Regulation und Funktionsfähigkeit wichtig ist. 
 
 
Abb.22: Struktur der Topoisomerase II 
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Der katalytische Zyklus der humanen Topoisomerase II wird in nachfolgende sechs 
Stufen unterteilt und näher erklärt (Abb.23): 
1. Bindung an die DNA: Im ersten Schritt bindet die Topoisomerase II an den zu 
schneidenden DNA-Strang (G-Segment); G-Segment leitet sich dabei von 
"gate" ab, da an diesem Strang die "Tür" geöffnet wird. Das Enzym erkennt 
anhand ihrer topologischen Struktur die Schnittstelle in der DNA (Abb.23b 1).  
2. DNA-Topoisomerase-Komplex Bildung: Im zweiten Schritt erfolgt das 
Schneiden der DNA. Hierzu ändert die Topoisomerase II ihre Konformation, so 
dass die Tyrosin-Reste für den Angriff an die DNA positioniert werden. Das 
Enzym führt dann zwei koordinierte Einzelstrangbrüche ein, die um vier 
Basenpaare versetzt vorliegen. Während des Schneidevorgangs hält das 
Enzym seinen topologischen Zustand, indem es kovalent an das 5'-Ende der 
DNA über eine O4-Phosphotyrosinbrücke bindet. Für diesen Vorgang ist die 
Anwesenheit eines zweiwertigen Metallkations notwendig (Abb.23b 2). 
3.  Hindurchführung des DNA-Strangs: Im nachfolgenden Schritt ändert sich die 
Konformation der Topoisomerase II durch die Bindung des Cofaktors ATP. Mit 
dieser strukturellen Änderung ist der Transport der intakten DNA-Helix  
(T-Segment) durch den im G-Segment gebildeten transienten 
Doppelstrangbruch möglich. T-Segment leitet sich von "transport" ab, da 
dieser Strang durch das "gate" hindurchgeführt wird. Durch diese ATP-
induzierte topologische Änderung des Enzyms entsteht eine bewegliche 
Klammer ("sliding clamp")(Abb.23b 3). 
4.  DNA Ligation: In der vierten Stufe des Reaktionszyklus, nachdem der 
Transport des Doppelstrangs durch die Lücke erfolgt ist, unterliegt die 
Topoisomerase II einem Gleichgewicht zwischen Spaltung und 
Wiederverschluss mit der DNA (Abb.23b 4). 
5. ATP-Hydrolyse: Im fünften Schritt hydrolysiert die Topoisomerase II ATP zu 
ADP und Orthophosphat; für diese Hydrolyse ist das divalente Metallion 
essentiell (Abb.23b 5).  
6. Enzym Rückführung: Im letzten Schritt führt die Hydrolyse von ATP zur 
ursprünglichen strukturellen Form des Enzyms, dies bedeutet, dass sich die 
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"Klammer" öffnet, die DNA abdissoziiert und die Topoisomerase für einen 
erneuten katalytischen Zyklus bereit steht [Corbett und Osheroff, 1993; 
Burden und Osheroff, 1998; Berger, 1998; Champoux, 2001; Wilstermann und 




Abb.23: Der katalytische Mechanismus der Topoisomerase II 
[Nitiss, 2009; Schmitt, Osheroff und Berger, 2012] 
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Auf Grund dieses Mechanismus können Topoisomerasen II auch intramolekulare 
Knoten, wie sie bei katenierten DNA-Zirkeln vorkommen, entwinden bzw. 
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2.4.3 Topoisomerasehemmstoffe 
Alle Topoisomerasen besitzen die Fähigkeit  DNA-Stränge zu schneiden, auch wenn 
sie verschiedene katalytische Zyklen und unterschiedliche zelluläre Funktionen 
aufweisen. Topoisomerasen sind essentiell für das Überleben der Zellen und regeln 
die DNA Topologie. Die Entwindung der DNA ist wichtig, da sie als Doppelhelix den 
Speicher aller genetischer Information enthält [Wang, 2002; McClendon und 
Osheroff, 2007; Deweese und Osheroff, 2009]. Auf Grund der wichtigen Rolle der 
Topoisomerasen in der Transkription und Replikation sind sie als Zielstruktur von 
großem wissenschaftlichem Interesse. Zahlreiche klinische Labors beschäftigen sich 
mit der Entwicklung und Testung verschiedener Medikamente zur Hemmung dieser 
Enzyme; insbesondere deren Verwendung als Chemotherapeutika gegen 
hämatologische und feste Tumore [Amin et al., 2009; Castelli  et al., 2012; Pommier, 
2013]. Topoisomerasehemmstoffe sind sehr selektiv, so beeinflussen Topoisomerase 
I Hemmstoffe nicht die Topoisomerase II und umgekehrt [Pommier, 2013]. 
Beispielsweise wirkt Camptothecin als Topoisomerase I Hemmstoff und Etoposid und 
Doxorubicin als Topoisomerase II Hemmstoff. Die potentiellen Hemmstoffe können 
mit dem Enzym an verschiedenen Stufen des katalytischen Zyklus der 
Topoisomerase interagieren; in Abbildung 22 wird dies beispielhaft an dem 
katalytischen Zyklus der Topoisomerase II gezeigt (Abb.24). 
 
Abb.24: Beispiel der Inhibierung des katalytischen Zyklus der humanen Topoisomerase II durch 
Etoposid, Merbaron, ICRF-187 und Aclarubicin 
[Nitiss, 2009] 
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Die Hemmstoffe werden auf Grund ihres verschiedenen Wirkmechanismus 
unterschieden. Sie werden klassifiziert nach katalytischem Hemmstoff und 
klassischem Topoisomerasegift. Der katalytische Hemmstoff verhindert die DNA-
Topoisomerase-Komplex Bildung, da das Enzym gehemmt wird, bevor es zur 
Interaktion mit der DNA kommt. Anders ist es bei der Giftung, hier bindet die 
Topoisomerase an die DNA und der Enzym/DNA-Komplex wird stabilisiert. Da sich 
der Komplex nicht von der DNA lösen kann, kommt es bei der Transkription zur 




Abb.25: Katalytischer Topoisomerase-Inhibitor (A) versus Topoisomerase-Gift (B) 
(A) Merbaron als katalytischer Inhibitor hemmt die Topoisomerase bevor es zur Komplexbildung 
mit der DNA kommt  
(B) Camptothecin als Topoisomerase-Gift stabilisiert den Topoisomerase-DNA-Komplex, was 
zu DNA-Strangbrüchen führt 
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2.4.3.1 Topoisomerasegifte 
Topoisomerasegifte können den Topoisomerase-DNA-Komplex, den sogenannten 
"Cleavage" Komplex im Zustand des DNA-Strangbruchs stabilisieren. Die 
eingeführten Strangbrüche, welche transient, kurzlebig und reversibel sind, sind 
notwendig für die katalytische Aktivität des Enzyms. Kommt es nun zu einer 
Stabilisierung oder zur Verlängerung der Halbwertszeit des Topoisomerase-DNA-
Intermediats durch ein Topoisomerase-Gift, kann es beispielsweise zur Kollision mit 
der Replikationsapparatur oder Helicase kommen. So werden permanente DNA-
Strangbrüche induziert, die, wenn sie nicht erkannt und repariert werden, zu 
mutagenen Ereignissen führen können [Corbett und Osheroff, 1993; Froehlich-
Ammon und Osheroff, 1995; Burden und Osheroff, 1998; Larsen und Gobert, 1999; 
Errington et al., 2004]. Es gibt hier zwei verschiedene Mechanismen der "Giftung": 
Zum einen gibt es Substanzen, die das Verschließen des Strangbruchs behindern 
(Religation) und zum anderen gibt es Substanzen, die die Bildung der 
Topoisomerase-DNA-Komplexe verstärken. 
Für die Bildung dieser Topoisomerase-DNA-Komplexe gibt es drei mögliche 
Bildungswege. Beim ersten Weg interagiert die Substanz mit der DNA, das heißt die 
Substanz kann an Nukleinsäuren binden und es kommt zu einer Anreicherung der 
Topoisomerasegifte in der Umgebung der Enzyme. Eine zweite Möglichkeit ist die 
Interaktion zwischen Substanz und Enzym, bevor der DNA-Enzym-Komplex gebildet 
wird. Der dritte mögliche Bildungsweg beruht auf der Bindung des Topoisomerase-
giftes spezifisch an den Enzym-DNA-Komplex [Froehlich-Ammon und Osheroff, 
1995]. 
Nach neueren Untersuchungen agieren Topoisomerasegifte nach zwei deutlich 
verschiedenen Mechanismen und werden als "interfacial" oder "kovalente" 
(redoxabhängige) Gifte kategorisiert. "Interfacial" Topoisomerase-II-Gifte wirken in 
der Nähe der aktiven Tyrosin-Seite an der Protein-DNA-Verbindung. Sie formen nicht 
kovalente Bindungen mit Topoisomerase II und der DNA innerhalb des ternären 
Enzym-DNA-Gift-Komplexes. Zahlreiche "interfacial" Topoisomerase-II-Gifte 
interkalieren mit der DNA Doppelhelix an der zu teilenden Stelle und erhöhen den 
Level an "Cleavage" Komplexen durch Hemmung der Enzym-DNA-Ligation 
[Deweese und Osheroff, 2009; Bender et al., 2008; Pommier und Marchand, 2011; 
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Timmel et al., 2013]. Kovalente Topoisomerase-II-Gifte enthalten Protein-reaktive 
Gruppen, wie Chinone, Isothiocyanate oder Maleimide [Deweese und Osheroff, 
2009; Bender et al., 2008; Wang et al., 2001; Lindsey et al., 2005; Timmel et al., 
2013]. Diese Gruppe wird auch als "redox-abhängige Topoisomerase-II-Gifte" 
bezeichnet, da sie Redoxzyklierung als Voraussetzung für die Aktivität induzieren 
können [Wang et al., 2001; Lindsey et al., 2004]. Im Gegensatz zu "interfacial" Giften 
binden kovalente Gifte  an die Aminosäurereste außerhalb der aktiven Seite des 
Enzyms [Lin et al., 2011; Bender et al., 2007]. Daher kann die Giftwirkung von 
kovalenten Giften durch reduzierende Agenzien wie DTT (Dithiothreitol) oder ß-
Mercaptoethanol abgefangen werden [Wang et al., 2001; Lindsey et al., 2004; 
Lindsey et al., 2005]. Der genaue Wirkmechanismus, wie kovalente  
Topoisomerase-II-Gifte die Enzymaktivität beeinflussen, ist noch ungeklärt. Die 
Giftung wird in Verbindung gebracht, mit der Fähigkeit das N-terminale "gate" des 
Proteins zu schließen [Bender et al., 2007; Bender et al., 2006; Bender und Osheroff, 
2007; Timmel et al., 2013].  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Topoisomerasegifte, Camptothecin, 
Doxorubicin und Etoposid als Positivkontrollen verwendet, die in den nachfolgenden 
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Das Topoisomerase-I-Gift Camptothecin 
Camptothecin ist ein natürliches Alkaloid, welches zuerst aus der Rinde des 
chinesischen Baumes Camptothea acuminata extrahiert wurde [Wall et al., 1966] 
(Abb.26). Schon damals war die antikanzerogene Wirkung der Substanz bekannt, 
jedoch erst 20 Jahre später wurde gezeigt, dass die Topoisomerase I das zelluläre 
Zielenzym für Camptothecin darstellt [Hsiang et al., 1985]. Camptothecin bindet 
reversibel an den Topoisomerase I / DNA-Komplex und unterdrückt dadurch die 
Religation. Das Gift stabilisiert den "Cleavage" Komplex. Der aromatische Teil des 
Moleküls positioniert sich zwischen die DNA-Basenpaare und der aus der großen 
Furche der DNA herausragende Teil bindet mit der Topoisomerase I über 
Wasserstoffbrücken [Laco et al., 2002; Pommier, 2004]. Während der S-Phase des 
Zellzyklus kommt es zur Kollision des Camptothecin stabilisierten Cleavage 
Komplexes mit der Replikationsgabel. So wird der transiente Einzelstrangbruch zum 
irreversiblen Doppelstrangbruch, welcher dann zum Zelltod führt [Holm et al., 1989; 
Hsiang et al., 1989; Pommier et al., 1998; Liu et al., 2000; Sordet et al., 2003]. Auch 
die Zytotoxizität von Camptothecin ist auf die Interaktion mit der Topoisomerase I 
zurückzuführen [Castelli et al., 2012]. Es gibt vier eindeutige Hinweise, dass es sich 
bei Camptothecin um ein selektives Topoisomerase I Gift handelt:  
1. das natürliche Camptothecin Isomer ist auch aktiv gegen Topoisomerase I 
[Jaxel et al., 1989];  
2. genetisch-modifizierte Hefe, welche keine Topoisomerase I exprimiert, ist 
resistent gegen die Wirkung von Camptothecin [Eng et al., 1988; Nitiss und 
Wang, 1988]; 
3.  ein weiterer Hinweis geben auch Camptothecin-resistente Zellen, welche eine 
Punktmutation im Top1 Gen aufweisen [Pommier et al., 1999];  
4. Camptothecin-produzierende Pflanzen, welche eine Punktmutation im 
Topoisomerase I Gen haben, sind immun gegen das Topoisomerase Gift 
[Sirikantaramas et al., 2008]. 
Camptothecin bietet ein breites Spektrum an antitumoraler Aktivität, jedoch gibt es 
hier auch Grenzen; so die Tatsache, dass der α-Hydroxylacton-E-Ring des 
Camptothecins leicht in eine Carboxylatform umgewandelt werden kann (Abb.24). 
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Diese Form ist inaktiv gegen Topoisomerase I und bindet an Serum Albumin [Mi et 
al., 1994; Castelli et al., 2012]. 
 
Abb.26: Die Lacton- und die Carboxylatform des Camptothecins 
 
Auf Grund der Wasserunlöslichkeit und verschiedener adverser Effekte wird 
Camptothecin in der Klinik als Chemotherapeutikum nicht eingesetzt [Mross et al., 
2004; Moertel et al., 1972; Muggia et al., 1972]. Jedoch werden derzeit zwei 
wasserlösliche Camptothecin Derivate klinisch verwendet; zum einen Topotecan, 
auch bekannt unter dem Handelsnamen Hycamtin®, und Irinotecan (Camptosar®). 
Topotecan wird zur Behandlung von Ovarialkarzinomen und kleinzelligen 
Lungenkarzinomen eingesetzt, während Irinotecan zur Behandlung von Kolonkrebs 
verwendet wird [Tomicic und Kaina, 2013]. Alle Camptothecin-Derivate fungieren als 
unkompetitive Inhibitoren, die den gleichen Wirkmechanismus wie Camptothecin 
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Topoisomerase-II-Gifte  
Doxorubicin 
Doxorubicin ist ein Topoisomerase-II-Gift, welches zur Gruppe der Anthracyclinen 
zählt (Abb.27A). Die Aglykone der Anthracycline bestehen aus einem tetrazyklischen 
Ringsystem, welches ein Anthrachinon-Chromophor und ein Aminoglykosid besitzt 
[Cutts et al., 2005; Minotti et al., 2004].  
 
Abb.27: A) Strukturformel von Doxorubicin 
         B) Strukturformel von Etoposid 
  
Doxorubicin hemmt die Topoisomerase II durch die Stabilisierung des 
Topoisomerase-DNA-Intermediats. Auch verschiedene Derivate werden als 
Chemotherapeutika klinisch verwendet, jedoch ist die einsetzbare Dosis auf Grund 
der Kardiotoxizität stark eingeschränkt [Cutts et al., 2005; Minotti et al., 2004]. 
Doxorubicin wirkt ebenso wie das Topoisomerase I Gift Camptothecin zytotoxisch; 
jedoch ist die Wirkung des Doxorubicins nicht alleine auf die Stabilisierung des 
"Cleavage" Komplexes zurückzuführen. So kann Doxorubicin Helicasen modifizieren, 
so dass keine Strangseparation erfolgen kann. Eine weitere Wirkweise ist die 
Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch Zwei-
Elektronenübertragung, die zur Interaktion und Beeinträchtigung von 
Makromolekülen (DNA, Proteine, etc.) und Lipidmembranen führt [Hande, 1998]. 
Weiter kann Doxorubicin auf Grund des planaren Ringsystems mit der DNA 
interkalieren. Dies erklärt, warum Doxorubicin in niedrigen Konzentrationen 
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Topoisomerase II "Cleavage" Komplexe giftet, aber in hohen Konzentrationen die 
Komplexbildung unterdrückt [Pommier et al., 2010]. 
 
Etoposid 
Etoposid zählt zur Gruppe der Podophyllotoxine, welche erstmals aus der Wurzel der 
Pflanze Podophyllum peltatum isoliert wurde (Abb.27B). Etoposid und ein weiteres 
Derivat Teniposid wurden als die Verbindungen mit der höchsten antineoplastischen 
Aktivität identifiziert, welche häufig gegen myeloische Leukämie, Lungen-, Brust- und 
Ovarialkarzinome eingesetzt werden. Diese Gifte beeinflussten jedoch nicht wie die 
anderen Podophyllotoxine den Spindelapparat. Podophyllotoxine besitzen 
antimitotische Eigenschaften, die auf der Polymerisation des Tubulins beruhen 
[Hande, 1998; Gordaliza et al., 2000; Baldwin und Osheroff, 2005]. Hingegen 
stabilisiert Etoposid den Topoisomerase-II/DNA-Komplex, indem es die Religation 
verhindert. Es wird vermutet, dass Etoposid zuerst an das Enzym bindet [Burden et 
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2.4.3.2 Katalytische Topoisomerase-Inhibitoren 
Neben den klassischen Topoisomerasegiften gibt es auch sogenannte katalytische 
Topoisomerasehemmstoffe. Diese Gruppe stabilisiert nicht wie die Gifte den 
kovalenten Topoisomerase-DNA-Komplex im Zustand des DNA-Strangbruchs, 
sondern sie agieren auf verschiedene Arten mit den Zielenzymen. Die katalytischen 
Hemmstoffe sind eine heterogene Gruppe (Abb.28). Zunächst standen die 
antimikrobiellen Substanzen Novobiocin und Coumermycin in wissenschaftlichem 
Interesse, welche die ATP-Bindung bei der Topoisomerase II und der DNA-Gyrase 
hemmen [Boege, 1996; Bailly, 2000; Larsen et al., 2003]. Aclarubicin und Suramin 
verhindern die Bindung des Enzyms an die DNA [Boege, 1996; Larsen et al., 2003]. 
Merbaron und β-Lapachone verhindern die Einführung des DNA-Strangbruchs 
[Boege, 1996; Larsen et al., 2003; Fortune et al., 1998; Li et al., 1993]. Ein ähnlicher 
Wirkmechanismus wird auch für Isodiospyrin postuliert, welches aus Diospyros 
maritima isoliert wurde und strukturell aus einem asymmetrischen 1,2-
Binaphthoquinon Chromophor besteht [Kuo et al., 1997]. Auch wurde von Flavonol 
Glykosiden isoliert aus Vicia faba und Lotus edulis berichtet, welche katalytische 
Hemmeffekte auf Topoisomerase I aufweisen sollen [Tselepi et al., 2011]. Einige 
Triterpene fungieren ebenso als katalytische Hemmstoffe, in dem sie mit der DNA um 
die Bindung an der Topoisomerase konkurrieren [Syrovets et al., 2000]. Ebenso sind 
Fettsäuren wie die konjugierte Eicosapentaensäure (cEPA) als katalytische 
Hemmstoffe bekannt. cEPA kommt in Seegras der grünen und roten Alge vor und 
verhindert die superspiralisierte DNA mit Hilfe der Topoisomerase I zu relaxieren 
[Yonezawa et al., 2005; Yonezawa et al., 2007]. Die Fettsäure unterdrückt dabei die 
"Cleavage" Reaktion und stabilisiert nicht dem Topoisomerase-DNA-Komplex 




  Theoretische Grundlagen 
 
 - 54 - 
 
 
Abb.28: Beispiele für katalytische Topoisomerase-Hemmstoffe 
 
 
Katalytische Hemmstoffe finden nicht nur wegen ihrer antineoplastischen 
Eigenschaften, sondern auch wegen kardioprotektiven Eigenschaften klinische 
Verwendung. Die Substanzen können auch als Adjuvantien eingesetzt werden, um 
die Effizienz (z.B. von Chemotherapeutika) zu steigern und so zu verbessern [Larsen 
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2.5 Histondeacetylase (HDAC) 
Die Tumorgenese insbesondere des Gastrointestinaltrakts scheint von der 
genetischen Veranlagung, Umweltfaktoren und  der Ernährung abhängig zu sein 
[Rafter et al., 2004]. Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Faktoren direkt 
epigenetische Mechanismen beeinflussen, welche mit der Entstehung von Tumoren 
im Zusammenhang stehen. Wichtige epigenetische Mechanismen stellen die DNA-
Methylierung, Histonmodifikation und non-coding RNA dar [Link et al., 2010]. 
Zahlreiche posttranslationale Histon-Modifikationen wie Phosphorylierung, 
Acetylierung, Methylierung, Ubiquitinylierung, SUMOylierung, Glycosylierung sind 
bisher beschrieben. Die Protein Acetylierung/Deacetylierung spielt eine große Rolle 
in der Regulation der Gentranskription, der Chromatinstruktur, Nukleosomales 
Remodeling, Proteinenzym-Aktivität und in der epigenetischen Regulation der 
Genexpression [Adock et al., 2007; Gallinari et al., 2007; Glozak et al., 2005; Marks 
et al., 2001]. Die Acetylierung/Deacetylierung ist ein reversibler zellulärer Prozess, 
der von zwei Enzymfamilien, der Histonacetyltransferase-Familie (HAT) und der 
Histondeacetylase-Familie (HDAC), katalysiert wird [Shilatifard, 2006; Li Sui et al., 
2012] (Abb.29). Die Modulation der Histonstruktur über Acetylierung und 
Deacetylierung zählt zu den wichtigsten posttranslationalen Proteinmodifikationen  
[Marks et al., 2004].  
HDACs gehören zur Gruppe von zinkabhängigen Metalloenzymen, welche die 
Abspaltung von Acetylresten von Histonenden katalysieren. Es sind ubiquitäre 
Enzyme, welche in Pflanzen, Tieren, Pilzen sowie Archeaebakterien vorkommen. Bis 
heute sind 18 humane HDACs identifiziert, welche sich in vier Klassen unterteilen 
(Tab.3). Klasse I HDACs sind homolog zum Hefeprotein Rpd3 und sind 
hauptsächlich im Zellkern lokalisiert, darunter zählen HDAC 1, 2, 3 und 8. HDAC1 
und HDAC2 sind ausschließlich nur im Zellkern zu finden, da sie kein nukleares 
Export Signal besitzen [de Ruitjer et al., 2003]. HDACs der Klasse II sind homolog zu 
dem Hefeprotein Hda1 und translozieren zwischen Zellkern und dem Zytoplasma. 
Zur Klasse II gehören HDAC 4, 5 ,7 und 9 sowie HDAC 6 und 10. Klasse III HDACs 
werden durch Sirtuin repräsentiert, eine Gruppe von sieben HDACs, die dem 
Hefeprotein Sir2 ("silent information regulator") ähneln und NAD abhängig sind. 
Klasse IV HDAC 11 ist sowohl der Klasse I als auch der Klasse II homolog [Gao et 
al., 2002; Gregoretti et al., 2004; Verdone et al., 2006; Rajendran et al., 2011; Thakur 
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et al., 2012]. HDACs befinden sich zur Deacetylierung in sogenannten 
Multienzymkomplexen. Durch diese Multiproteinkomplexe werden die HDACs zur 
Promoterregion rekrutiert und können dann fungieren [De Ruijter et al., 2003; Biel et 
al., 2005]. 
Tab.3: HDAC Klassen 
Klassen I II III IV 
HDAC 1, 2, 3 und 8 
4, 5, 6, 7, 9 
und 10 
12, 13, 14, 15, 
16, 17 und 18 
11 






Nukleosome sind Untereinheiten des Chromatins und komprimieren die DNA und 
Histonproteine so, dass sich 146 Basenpaare der DNA zweimal um ein Oktamer der 
Histonproteine (H2A, H2B, H3 und H4) winden. Histon-Acetylierung und  
-Deacetylierung regulieren die Gentranskription, indem dadurch die die Packung der 
DNA bzw. der Nukleosom-Polymere verändert werden [Gallinari et al., 2007; 
Sengupta und Seto, 2004]. Deacetylierung bedeutet, dass HDACs die negativ 
geladenen Acetylgruppen von Histonen am N-terminalen Enden abspalten und auf 
Coenzym A übertragen, was zu einer dichteren Packung der DNA um die Histone 
führt. Durch die Abspaltung der Acetylgruppe, wird Lysin in den Histonen wieder 
positiv und die negativ geladene DNA wird angezogen. Die DNA windet sich stärker 
um die Histone und steht in diesem Zustand nicht für die Transkription zur Verfügung 
(Heterochromatin).  
Die HATs wirken entgegengesetzt; durch diese Enzyme werden Acetylgruppen von 
Coenzym A auf N-terminales Lysin der Histone übertragen. Hierdurch erhalten die 
Histone eine negative Ladung und die gleichwertig geladene DNA wird abgestoßen, 
wodurch die DNA für Transkriptionsfaktoren und Reparaturmechanismen zugänglich 
wird (Euchromatin) (Abb.29) [Jenuwein et al., 2001; De Ruijter et al., 2003; Verdone 
et al., 2006; Ducasse et al., 2006]. Bedeutende Lysinreste für Acetylierungs- und 
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Deactylierungsprozesse sind H3K9, H3K14, H4K5, H4K8, H4K12 und H4K16 (H: 
Histon; K: Lysin).  
 
Abb.29: Zusammenspiel von Histonacetyltransferasen und Histondeacetylasen 
HAT: Histonacetyltransferasen; HDAC: Histondeacetylase 
[in Anlehnung an Jenuwein et al., 2001] 
HDACs sind an einer Reihe von zellulären Prozessen beteiligt, die für die 
Genomstabilität von großer Bedeutung sind; dazu gehören die Transkription, der 
Zellzyklusverlauf, Zelldifferenzierung; DNA-Replikation und die Kontrolle von DNA-
Schäden und Reparaturmechanismen sowie die Regulation von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) [Marks et al., 2004; Dokmanovic et al., 2007; Eot-Houllier et 
al., 2009; Lahue et al., 2012]. HATs und HDACs stehen unter physiologischen 
Bedingungen in der Zelle im Gleichgewicht und regulieren so Proliferation, Apoptose 
und Differenzierung. Ein Ungleichgewicht dieser Enzyme z.B. durch 
Aktivitätshemmung oder Überexpression kann zur genomischen Instabilität über 
verschiedene Mechanismen, wie die Fehlregulation des Zellzyklus oder DNA-
Reparaturmechanismen, führen. Die Beeinflussung der Enzyme kann sowohl auf der 
Expressionsebene stattfinden als auch die Aktivität betreffen [Eot-Houllier et al., 
2009; Rajendran et al., 2011]. Die biologische Aktivität der HDACs kann in zwei 
Bereich unterteilt werden, zum einen in die enzymatische Aktivität (die Fähigkeit 
Histone und nicht-Histon Proteine zu deacetylieren) und zum anderen in die 
funktionale Aktivität (z.B. die Befähigung die Transkription zu regulieren) [Sengupta 
und Seto, 2004]. Verschiedene Tumore überexprimieren HDACs, hingegen werden 
HDAC-Hemmstoffe als Medikamente in der Therapie gegen Alzheimer, Parkinson 
und Krebs eingesetzt [Jung, 2001; Moradei et al., 2005; Verdone et al., 2006; Abel et 
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al., 2008; Weichert et al., 2008; Hahnen et al., 2008; Chung et al., 2009]. Über einige 
Lebensmittelinhaltsstoffe wurde bereits berichtet, dass diese die HDAC-Aktivität in 
Tumorzellen beeinflussen [Rajendran et al., 2011] (Kap.2.6). Hier ist jedoch die 
Zweiwertigkeit der Lebensmittelinhaltsstoffe im Hinblick auf die Beeinflussung der 
HDAC zu beachten. So kann eine Beeinflussung der HDAC-Aktivität und/oder 
Expression in Tumorzellen präventiv wirken, während in normalen Zellen eine 
Veränderung des Histoncodes zur genomischen Instabilität und zur 
herrunterregulierten DNA-Reparatur führen kann [Bhalla, 2005]. 
Desweiteren wurde berichtet, dass HATs und HDACs auch nicht-Histon Proteine 
acetylieren bzw. deacetylieren und somit ihre Enzymaktivität, ihre Stabilität und das 
DNA Bindungsvermögen regulieren. Zu diesen nicht-Histon Proteinen zählen 
Transkriptionsfaktoren wie p53, Smad7 und NFϰB, andere Zellproteine wie α-Tubulin 
und HSp90 [Glozak et al., 2005; Chen et al., 2001; Greene und Chen, 2004; Gu und 
Roeder, 1997; Gronroos et al., 2002; Bali et al., 2005; Hubbert et al., 2002; Kovacs et 
al., 2005; L'Hernault und Rosenbaum, 1985; Mu et al., 2004; Arif et al., 2007; Qui et 
al., 2006; Thompson et al., 2004]. Es wurde berichtet, dass ein Anstieg der HDAC2 
Expression mit einem Verlust des APC ("Adenomatous-polyposis-coli") 
Tumorsuppressorgens einhergeht und damit gegen proapoptotische Signale in 
Kolonkrebszellen wirkt [Zhu et al., 2004]. HDAC 3 scheint einen Einfluss auf die 
Regulation des Zellzyklus zu haben [Li et al. ,2006]. Klasse II HDACs regulieren 
Transkriptionsfaktoren wie MEF und Runx, kontrollieren die Differenzierung und 
zelluläre Hypertrophie in Muskelgewebe [Zhang et al., 2002; Arnold et al., 2007; 
Vega et al., 2004]. Die Acetylierung schützt Proteine vor der Ubiquitinylierung und 
damit folglich vor dem Proteasom-vermittelten Abbau, da Lysin-Reste sowohl 
Zielstrukturen für die Acetylierung als auch für die Ubiquitinylierung darstellen. Die 
Modulation der p53 Stabilität durch Acetylierung und Deacetylierung zeigt eine 
mögliche Relation zwischen Acetylierung und Ubiquitinylierung. So rekrutiert E3 
Ligase Mdm3 HDAC1 zu p53 und das deacetylierte p53 wird dadurch eher 
ubiquitinyliert und damit degeneriert [Ito et al., 2002]. p53 hat insgesamt sieben 
mögliche Acetylierungs-Stellen an Lysin-Resten. Es wurde berichtet, dass 
verschiedene Arten von DNA-Schäden mit der Acetylierung von p53 
zusammenhängen [Glozak und Seto, 2007]. UV-induzierte DNA-Schäden haben eine 
Acetylierung (HAT↑; HDAC↓) von Lys 320 und 373 des p53 zur Folge; dies wiederum 
führt zur Aktivierung von p21, was zu einem Zellzyklusarrest führt [Liu et al., 1999]. 
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Auch wurde von einer Acetylierung von Lys 373 berichtet, welche die Interaktion von 
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2.5.1 HDAC-Hemmstoffe 
In vielen Krebszellen ist die HDAC Expression erhöht, was zu einer verstärkten 
Deacetylierung von Histonen sowie nicht-Histon Proteinen führt. Die Entwicklung 
spezifischer HDAC-Hemmstoffe gilt als wichtiges therapeutisches Ziel zur 
Behandlung von Tumoren. HDAC-Inhibitoren beeinflussen den Zellzyklus, Apoptose, 
verschiedene Protein-Acetylierung und die Differenzierung von transformierten 
Zellen. Zahlreiche HDAC-Inhibitoren hemmen die HDAC-Aktivität, jedoch 
beeinflussen nicht oder nur marginal die HDAC Expression. Die katalytische Domäne 
von HDACs beinhaltet über 390 Aminosäuren und das aktive Zentrum hat die Form 
einer tubulären Tasche [Finnin et al., 1999]. Die Acetylgruppe des Lysinrestes des 
Substratproteins wird durch das Angriffssystem der HDACs entfernt. Wie bereits 
erwähnt, sind HDAC zinkabhängige Metalloenzyme; dieses Zink-Ion ist eine 
unabdingbare Komponente diese Angriffssystems. Daher beruht die Wirkung vieler 
HDAC-Inhibitoren auf der Entfernung des Zink-Ions im HDAC Zentrum [Finnin et al., 
1999; Buggy et al., 2000; Vanommeslaeghe et al., 2003]. 
HDAC-Inhibitoren können in fünf Kategorien eingeteilt werden: Hydroxyamsäuren-
Derivate wie TA (Trichostatin A) und Vorinostat, kurzkettige Fettsäuren wie 
Buttersäure und Valproinsäure, elektrophile Ketone wie Trifluoromethyl-Ketone, 
Aminobenzamide wie MS-275, CI-994 und MGC0103 und natürliche zyklische 
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Tab.4: Einteilung der HDAC-Inhibitoren 
Substanzklasse Beispiele Allgemeine Information Literatur 
Hydroxyamsäure-
Derivate 








zu klinischen Studien 
zugelassen 




Buttersäure Wirkung im millimolaren Bereich 
Waldecker et al., 2008 ; 
Gallinari  et al., 2007; Leder 




Epilepsie; nun klinische 
Studien zur 
Behandlung von Krebs 
Atmaca et al., 2007; Chavez-
Blanco et al., 2005; 
Kuendgen et al., 2006 
Elektrophile Ketone Trifluoromethyl-Ketone 


















In dieser Arbeit wurde TA als Positivkontrolle mitgeführt. Aus diesem Grund wird im 
Folgenden auf diese Substanz genauer eingegangen. TA ist ein bakterielles 
Gärprodukt der Streptomyces Spezies und wurde ursprünglich als Fungizid 
eingesetzt. TA wirkt bereits im nanomolaren Bereich als HDAC-Inhibitor in vitro und 
wird häufig in der Erforschung der Proteinacetylierung eingesetzt. Es verursacht eine 
Akkumulation von acetylierten Histonmolekülen in Säugetierzellen [Yoshida et al. 
,1990]. TA hemmt selektiv die Klasse I und II HDACs (Abb. 30) [Vanhaecke et al., 
2004]. Es wurde gezeigt, dass TA Zellen in der G1- und der G2-Phase des Zellzyklus 
arretiert und Differenzierung induziert [Yoshida et al., 1995]. Weiter wurde in einer 
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Studie von Vigushin et al. eine potente  Wirkung von TA gegen Brustkrebs in Ratten 
festgestellt [Vigushin et al., 2001].  
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2.5.2 Posttranslationale HDAC-Modifikation 
Es gibt eine Reihe von posttranslationalen HDAC-Modifikation, wie 
Phosphorylierung, Ubiquitinylierung, Acetylierung etc. Im Folgenden wird die in 
dieser Arbeit relevante SUMOylierung näher betrachtet. 
2.5.2.1 SUMO 
Im Jahr 1996 wurde erstmals das SUMO-Protein ("small ubiquitin-like modifier") in 
Säugern identifiziert [Matunis et al., 1996] (Abb.32). SUMO-Proteine gehören zur 
Familie der Ubiquitin-ähnlichen Proteine, die analog zu Ubiquitin über kovalente 
Bindungen mit zellulären Proteinen verknüpft werden. In Wirbeltieren wurden bislang 
vier verschiedene Mitglieder der SUMO-Proteinfamilie identifiziert: SUMO- 1, 
SUMSO-2 und SUMO-3 und SUMO-4 [Sarge und Park-Sarge, 2009]. SUMO-1 ist 
aus 101 Aminosäuren zusammengesetzt und ist zu 18% homolog zu Ubiquitin. 
SUMO-1 ist zu 50% homolog zu SUMO-2 und -3, die untereinander fast identisch 
sind.  
 
Abb.32: Struktur von SUMO 1 
[www.pdb.org; Bayer et al., 1998] 
 
Beim Vorgang der SUMOylierung bindet SUMO an Proteine. Neben der stark 
erforschten Ubiquitinylierung stellt die SUMOylierung eine besondere Art der 
posttranslationalen Modifikation dar. Dies ist ein reversibler Prozess, der 
beispielsweise die Genexpression, intrazellulärer Transport, Lokalisation oder die 
Aktivität und Stabilität von Proteinen steuert [Geoffroy und Hay, 2009]. Der 
Mechanismus der SUMOylierung erfolgt durch die Ausbildung einer kovalenten 
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Isopeptidbindung zwischen der C-terminalen Carboxylgruppe eines Glycinrestes von 
SUMO und der ε-Aminogruppe einer Lysinseitenkette im Zielprotein. Diese 
Konjugationsreaktion wird durch eine enzymatische Kaskade aus SUMO-
aktivierendem Enzym (SAE), SUMO-konjugierendem Enzym (E2) und der 
Proteinligase (E3) katalysiert. Alle SUMO-Proteine werden als Vorläuferproteine 
synthetisiert, die direkt hinter einem homologen Gly-Gly-Motiv C-terminal prozessiert 
werden. Der Prozess wird initiiert durch SAE, ein Heterodimer aus SAE1 und SAE2. 
Dieses Heterodimer katalysiert die Bildung von adenyliertem SUMO, wobei das C-
terminale Ende der Carboxygruppe von SUMO kovalent an Adenosinmonophosphat 
(AMP, Adenosinmonophosphat) bindet. Bei Spaltung dieser Bindung wird ein 
Thioester zwischen dem C-terminalen Glycinrest des SUMO-Proteins und SAE2 
ausgebildet. Im weiteren Schritt wird SUMO katalytisch auf das Cystein 93 in SAE2 
übertragen. Danach wird SUMO auf das E2-Enzym Ubc9 unter Bildung eines 
Thioesters transferiert. Schließlich vermittelt Ubc9 den Transfer von SUMO bzw. 
dessen C-terminalen Glycinrestes auf ein Lysin im Zielprotein. Mit Hilfe der Ligase E3 
wird SUMO an das Protein gebunden. Die DeSUMOylierung des Zielproteins und 
damit das Ende des Zyklus erfolgt mit Hilfe von SUMO-spezifischen Proteasen 
(SENP), die zur Dekonjugation des Substrates führen (Abb.33) [Hay, 2005; Sarge 
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Abb.33: Enzymatische Kaskade der SUMOylierung 
Alle Sumo-Proteine werden als Vorläuferproteine synthetisiert, die direkt hinter einem 
homologen Gly-Gly-Motiv C-terminal prozessiert werden. Das reife SUMO-Protein wird dann 
durch das E1-Heterodimer SAE1-SAE2 aktiviert, wodurch ein Thioester zwischen dem C-
terminalen Glycinrest des Sumo-Proteines und SAE2 ausgebildet wird. SUMO wird dann auf 
den katalytisch aktiven Cysteinrest von SAE2 übertragen. Im nächsten Schritt wird SUMO auf 
das E2-Enzym Ubc9 unter erneuter Bildung eines Thioesters transferiert. Schließlich vermittelt 
Ubc9 den Transfer von Sumo bzw. dessen C-terminalen Glycinrestes auf ein Lysin im 
Zielprotein. In den meisten Fällen ist dieser Schritt durch die E3-Ligase vermittelt. Abschließend 
wird der Zyklus durch DeSUMOylierung des Zielproteins mittels SUMO spezifischer Proteasen 
(SENP) abgeschlossen. 
[in Anlehnung an Hay und Geoffroy, 2009; Sarge und Park-Sarge, 2009] 
 
Das Ubiquitin-ähnliche SUMO-System kontrolliert eine Reihe von Proteinen, die mit 
zellulären Schlüsselfunktionen assoziiert werden. So kann es durch die Änderung 
der Genexpression auch die Signalwege für Zellwachstum, Proliferation, Apoptose 
und DNA-Reparatur beeinflussen. In den letzten Jahren sind über hundert SUMO-
Substratproteine charakterisiert worden [Geoffroy und Hay, 2009]. So wurden in 
Säugerzellen Topoisomerasen oder Transkriptionsfaktoren wie Elk-1, cAMP-
"responsives Element", (CRE)-Bindeprotein (CREB), das Proto-Onkogenprodukt  
c-Jun sowie das Tumorsuppressorprotein p53 durch SUMOylierung modifiziert 
[Seeler et al. 2007, Sarge und Park-Sarge, 2009]. Des Weiteren wurde eine 
Überexpression der an der SUMOylierung beteiligten Ligasen Ubc9 und E3 in 
verschieden Tumortypen sowie eine niedrigere Überlebensrate von Tumorpatienten 
durch erhöhte Gehalte an E1-Ligase nachgewiesen [Kim und Baek, 2006; 
McDoniels-Silvers et al., 2002; Lee und Thorgeirsson, 2004]. Das SUMO-System 
kontrolliert die Funktion einer Vielzahl in Tumorzellen fehlregulierter Proteine. 
HDAC’s (Histondeacetylasen) gehören unter anderem auch zur Gruppe der SUMO-
Substratproteine (HDAC 1 wird von SUMO 1 SUMOyliert) und sind auf Grund ihrer 
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Funktion bei Tumorerkrankungen von großem wissenschaftlichen Interesse. Weitere 
SUMO-Substratproteine sind in Tab.5 aufgelistet.  
 
Tab.5: Auflistung einiger SUMO-Substratproteine [in Anlehnung an Hecker et al., 2006; Schwienhorst, 2001] 
Substrat Auswirkung der SUMOylierung Literatur 
RanGAP1 
Wechselwirkung mit 
RanGAP2 an der 
Kernpore 
Matunis et al., 1996 
Mahajan et al., 1997 
IϰBα Verhinderung des Abbaus 
von IϰBα Hay et al., 1999 





Papouli et al., 2005 
p53 Beeinflussung der Aktivität Fogal et al., 2000 
Müller et al., 2000 
MDM2 Selbst-Ubiquitinylierung Müller et al., 2000 
Hjerrild et al., 2001 
Topoisomerase I 
Signal auf Topoisomerase 
I- vermittelte DNA-
Schäden 









  Theoretische Grundlagen 
 
 - 67 - 
2.5.2.2 HDAC-SUMOylierung 
Eine Beeinflussung der HDAC-Aktivität der HDACs kann durch SUMOylierungen 
erfolgen. So wurde gezeigt, dass zwei Lysinreste (Lys 444 und Lys 476) von HDAC1 
durch SUMO E1 in vitro und in vivo SUMOyliert werden. Jedoch wird der 
SUMOylierungs-Effekt von HDAC1 in der Literatur kontrovers diskutiert. So führt eine 
SUMOylierung des HDAC1 Lysinrestes in einer Studie zu einer Reduzierung der 
transkriptionalen Repression durch HDAC1, in einer anderen Studie jedoch 
veränderte die gleiche Modifizierung die enzymatische Aktivität von HDAC 1 nicht 
[Colombo et al., 2002; David et al, 2002; Jeong, 2008]. Klasse II HDACs wie HDAC 4 
und HDAC6 sind ebenso Zielstrukturen von SUMO E1 [Kirsh et al., 2002]. Die Klasse 
II HDAC-Aktivität wird durch die Lokalisation der Enzyme bestimmt. Die HDAC 4 
SUMOylierung findet im Bereich des Kernporen-Komplexes statt und ist mit der 
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2.6 Polyphenole 
Polyphenole sind sekundäre Pflanzeninhaltstoffe, die der Pflanze sowohl als Schutz 
gegen Fressfeinde als auch als Lockmittel für Bestäuber dienen. Sie kommen als 
Pflanzenfarbstoffe (Flavonoide) und Geschmacksstoffe vor. Polyphenole zählen zu 
den aromatischen Verbindungen, die zwei oder mehrere an den aromatischen Ring 
gebundene Hydroxylgruppen enthalten. Dabei wird zwischen verschiedenen 
Untergruppen der Polyphenole unterschieden (Abb.34). Zum einen die Phenolsäuren 
und die Flavonoide, wobei letztere sich weiter in sieben Untergruppen untergliedern 
lässt. Polyphenolische Verbindungen kommen sowohl in der glykosidischen Form (an 
einen Zucker gebunden) als auch als Aglykon vor [Ross und Kasum, 2002]. 
 
Abb.34: Gruppierung der Polyphenole in Phenolsäuren und Flavonoide mit jeweils einem Beispiel aus 
der Untergruppe 
 
Flavonoide stellen die größte Klasse der Polyphenole dar. Sie haben die in Abb.35 




Abb.35: Grundstruktur der Flavonoide, Flavan 
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Der Mensch nimmt etwa 1 g/Tag an Polyphenolen auf, dabei zählt ein Drittel zu den 
Phenolsäuren und zwei Drittel zu den Flavonoiden. Damit ist die tägliche Aufnahme 
deutlich höher als bei anderen bekannten Antioxidantien; sie ist zehnmal höher als 
die Aufnahme von Vitamin C. Die größte Polyphenol Quelle sind Früchte und 
Getränke (Fruchtsäfte, Tee, Kaffee und  Rotwein), aber auch Gemüse, Hülsenfrüchte 
und Getreide (Tab.6). Früchte wie Äpfel, Kirschen und verschiedene Beeren 
enthalten zwischen 200-300 mg Polyphenole pro 100 g Gewicht. Eine Tasse Tee 
oder Kaffee oder ein Glas Rotwein beinhaltet bis zu 100 mg an Polyphenolen 
[Scalbert und Williamson, 2000;  Scalert et al., 2005]. 
Tab.6: Verschiedene Lebensmittel und eine kleine Auswahl der enthaltenen Polyphenole [Moon et al., 
2006; Ross und Kasum, 2002] 
Lebensmittel Charakteristische Leitverbindungen Menge 
Kaffee Kaffeesäure, Chlorogensäuren 500-800 mg/L [Olthof et al., 2003] 
Sojabohnen Genistein 30-92 mg/ 100 g Frischgewicht [Horn-Ross et al.,2000] 
Kapern Quercetin 1500 mg/kg [Sneyd, 2009] 
Tee Catechin, Gallocatechin 70 -210 mg/g [Lairon und Amiot, 1999] 
Kartoffel Chlorogensäuren 1400 mg/kg [Clifford,2000] 
Heidelbeere Anthocyane 
420 mg/100 g Frischgewicht 
 [Watzel et al., 2002; Kahkonen und Heinonen, 
2003] 
Apfel Phloridzin 10-50 mg/kg [Hyson,2011] 
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Polyphenole sind Reduktionsmittel und wirken zusammen mit anderen 
Reduktionsmitteln, wie z.B. Vitamin C oder Carotinoide, gegen oxidativen Stress. 
Viele degenerative Erkrankungen wie beispielsweise Krebs, Entzündungen, 
Herzerkrankungen, Osteoporose werden mit der Wirkung von oxidativem Stress und 
oxidativen Schäden der Zellen, der DNA, Proteinen und Lipiden in Verbindung 
gebracht. So zeigen epidemiologische Studien eine Korrelation zwischen dem 
Konsum von polyphenolreichem Essen bzw. Getränken und der Prävention 
verschiedener Erkrankungen. Die Struktur der Polyphenole ist dabei von größter 
Wichtigkeit, denn sie beeinflusst hauptsächlich die Bioverfügbarkeit, die antioxidative 
Aktivität und die spezifische Interaktion mit Zellrezeptoren und Enzymen [Scalbert 
und Williamson, 2000]. Antioxidantien in der Nahrung sind in der Lage diese 
oxidativen Schäden zu limitieren, indem sie direkt mit ROS (reaktive 
Sauerstoffspezies, "reactive oxygen species") reagieren. So kann die Phenolgruppe 
der Polyphenole ein Elektron aufnehmen und ein relativ stabiles Phenoxylradikal 
bilden. Polyphenole stehen in der Diskussion das Zellwachstum von Tumorzellen zu 
behindern und die Apoptose zu bewirken [Kang et al., 2014; Bilecova-Rabajdova et 
al., 2013]. Ebenso wird von einer Hemmung der Aggregation der Thrombozyten 
berichtet, die bei Erkrankungen des Herzens und bei Thrombosegefahr eine wichtige 
Rolle spielt [Fuentes et al., 2014]. Weiter wird ihnen eine blutzuckerregulierende 
Wirkung zugeschrieben, da sie die Verdauung der Kohlenhydrate durch Hemmung 
des Stärke abbauenden Enzyms Amylase verlangsamen [Gao et al., 2013; 
Williamson, 2013]. Manche Polyphenole wie Isoflavone haben eine leichte Östrogen-
Aktivität und können präventiv bei der Behandlung von Osteoporose eingesetzt 
werden, da diese Erkrankung auf eine Östrogen-Unterversorgung bei Frauen nach 
der Menopause zurückgeführt wird [Ross und Kasum, 2002]. Polyphenolen wird in 
der Literatur eine Reihe biologischer Wirkungen zugeschrieben, Tab.7 soll einen 
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Tab.7: Auflistung verschiedener Wirkungen von Polyphenolen [in Anlehnung an Middleton et al., 2000] 
Wirkung In vitro In vivo Literatur 
antioxidativ 
Untersuchung an 










[Schäfer et al., 
2006] 
[Bellion et al., 
2008] 
[Soyalan et al., 
2011] 














weiblichen Mäusen  
[Hosokawa et al., 
1990] 








[Sakanaka et al., 
1996] 
[Howell et al., 
1998] 










[Feskanich et al., 
2000] 















[Decorde et al., 
2008] 
[Sesso et al., 
2003] 
[Hertog et al., 
1993] 





[Kaul et al., 1985] 
[Gatto et al., 
2002] 
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Epidemiologische Studien zeigten, dass die erhöhte Nahrungsaufnahme von 
Polyphenolen über Früchte und Gemüse das Risiko für eine Krebserkrankung 
reduzieren kann. Es wurde gezeigt, dass Polyphenole chemopräventiv wirken und 
therapeutisch aktiv sind  [Duthie et al., 2000; Yang et al., 2001; Chen und Ping Dou, 
2008]. Basierend auf den berichteten gesundheitlichen Nutzen der Polyphenole, 
erzielten Polyphenol-Präparationen auf dem Markt der Nahrungssupplementierung 
eine gesteigerte Popularität. Der Einfluss von Polyphenolen auf Enzyme der 
Zellzyklusregulation, der Apoptose, Metastasierung und Angiogenese wird mit ihren 
positiven Gesundheitseffekten in Verbindung gebracht. Es wurde berichtet, dass 
Polyphenole die Gentranskription durch posttranslationale Modifikationen (DNA-
Methylierung oder Histonacetylierung/Deacetylierung) verändern können [Rajendran 
et al., 2011; Pandey et al., 2010; Nandakumar et al., 2011; Khan et al., 2012]. 
Innerhalb der Klasse der Polyphenole wurde dem Grüntee-Catechin  
(-)-Epigallocatechin-3-gallat (EGCG), dem Stilben Resveratol (hauptsächlich in 
Trauben und Wein zu finden), verschiedenen Soja Isoflavonen und den 
Phenolsäuren wie Chlorogensäure (CGA) oder Kaffeesäure eine Beeinflussung der 
HDAC-Aktivität zugeschrieben, welche mit der Änderung des Histoncodes und der 
genomischen Stabilität bzw. einer möglichen Chemoprävention diskutiert wird [Link et 
al., 2010; Pandey et al., 2010; Thakur et al., 2012; Waldecker et al., 2008].  
In Folgenden werden nur die Polyphenole CGA, Genistein und EGCG, die in dieser 
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2.6.1 Chlorogensäure (CGA)  
Die Phenolsäure Chlorogensäure (CGA), auch 5-Kaffeoylchinasäure genannt, 
unterscheidet sich von Kaffeesäure durch die Esterbindung mit dem Chinasäurerest 
(Abb.36).  
 
Abb.36: Struktur von Kaffeesäure und Chlorogensäure (CGA) 
 
CGA kommt in verschiedenen Pflanzen, wie z.B. in Kaffee, Tabak-, Reben- und 
anderen Blättern, Obst und Kartoffeln vor [Eisenbrand et al., 2006]. Trockene 
Kaffeebohnen der Sorte Arabica enthalten 3,0 - 5,6% CGA, während die Sorte 
Robusta nur 4,4 - 6,6% enthält [Belitz et al., 2008]. In „Boskop“-Äpfeln werden 
Mengen von 62-385 mg/kg detektiert. In Kernobst kommt CGA oft als 
Hydroxyzimtsäure-Konjugat vor [Moeller et al., 1983]. CGA ist eines der am meisten 
über die Nahrung aufgenommenen Polyphenole. Kaffee-Konsumenten nehmen über  
1g /Tag CGA auf, während Verbraucher, die kein Kaffee trinken, unter 0,1 g/ Tag 
CGA zu sich nehmen [Clifford, 2000; Olthof et al., 2001]. Eine Studie von Farah et al. 
zeigte, dass nur ein kleiner Prozentanteil der aufgenommenen CGA im Blut gefunden 
wird mit Plasmakonzentrationslevels im nanomolaren Bereich [Farah et al., 2008]. 
In einer Untersuchung von Liu et al. wurde von dem Einfluss von CGA auf HDAC-
Aktivität berichtet. Die HDAC-Aktivität des HeLa Kernextraktes wurde mit einem IC50 
Wert von 375 µM durch CGA gehemmt [Liu et al., 2005]. Auch in einer Studie von 
Bora-Tatar wurde eine Inhibierung der HDAC-Aktivität des HeLa Kernextrakts 
bestätigt [Bora-Tatar et al., 2009]. Bislang ist jedoch nichts über eine Regulation der 
HDAC-Aktivität im zellulären System bekannt. CGA zeigte jedoch eine signifikante 
Hemmung der DNA-Methylierung [Lee und Zhu, 2006]. 
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2.6.2 Genistein 
Genistein gehört zur Gruppe der Isoflavonide, welches aus einem Chromon-Derivat 
und einem Phenol besteht (Abb.37). 
 
Abb.37: Strukturformel von Genistein 
 
Genistein findet sich in sehr hohen Konzentrationen in Sojabohnen. Das Isoflavonoid 
besitzt eine schwach östrogene und antibakterielle Wirkung [Naguleswaran et al., 
2006]. Es wirkt auch als Calmodulin-Antagonist und Enzyminhibitor, und hemmt z.B. 
die Tyrosin-Kinase [Eisenbrand et al., 2006]. Auch auf Grund seiner 
chemopräventiven/ chemotherapeutischen Eigenschaften in verschiedenen 
Tumortypen wird Genistein diskutiert [Prietsch et al., 2014]. Im menschlichen Körper 
wird Genistein schnell resorbiert, metabolisiert und durch Nieren und Galle 
ausgeschieden. Der Metabolismus findet in der Leber in Form von Glucuronidierung 
statt, damit die Körperkonzentration sinken kann. Die Ausscheidung dauert, je nach 
Menge, einige Stunden bis einige Tage [Belitz et al., 2008].  
Die Aufnahme von Soja Isoflavonen wurde in Westlichen Industrieländern auf 1-3 
mg/Tag geschätzt, diese Aufnahme ist um das 30-50fache geringer als in asiatischen 
Ländern [Degen et al., 2002]. Eine Studie von Gardner et al. zeigte, dass nur ein 
geringer Anteil des aufgenommenen Genisteins ins Blut gelangt und nur 
Konzentrationen im nanomolaren Bereich detektiert werden konnten [Gardner et al., 
2009]. 
In verschiedenen Studien wurde Genistein und zahlreiche andere Isoflavone als HAT 
Aktivatoren und HDAC-Inhibitoren in Speiseröhren-, Prostata-, Brust-, und 
Nierenkrebszelllinie beschrieben [Kikuno et al., 2008; Fang et al., 2005; Li et al., 
2009; Majid et al., 2009; Hong et al., 2004]. 
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2.6.3 (-)-Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) 
(-)- Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) gehört zur Gruppe der Catechine, die vor allem 
in grünem Tee vorkommen (Abb.38). 
 
Abb.38: Strukturformel von EGCG 
 
Frische Teeblätter enthalten 9-13% EGCG. Auf Grund unterschiedlicher Herstellung, 
sind die Mengen in Grünem Tee und Schwarzem Tee unterschiedlich [Belitz et al., 
2008]. Eine Tasse Grüntee (200 mL) enthält etwa 150 mg EGCG [Yang und Wang, 
1993]. Die Biotransformation erfolgt in Form von Methylierung und Glucuronidierung, 
wobei die Metaboliten meistens Ringspaltungsprodukte sind, die durch die Darmflora 
weiter zu Phenylessigsäure und Phenylpropionsäure abgebaut werden [Khan et al., 
2007]. In einer Studie von Lee et al. wurde gezeigt, dass nur geringe Menge des 
über die Nahrung aufgenommenen EGCGs in die Blutbahn gelangen 
(Konzentrationen im nanomolaren Bereich) [Lee et al., 2002]. 
Über Grüntee Polyphenole insbesondere EGCG wurde berichtet, dass sie die HDAC- 
Aktivität, die mRNA Transkription von HDAC 1 und die Protein Expression der Klasse 
I HDACs in Prostatakrebszellen verringern [Pandey et al. 2010; Thakur et al., 2012]. 
Die Behandlung von humanen Prostatakrebszellen (LNCaP) mit EGCG im 
Konzentrationsbereich von 5- 20 µM zeigte eine dosis- und zeitabhängige Abnahme 
der Klasse I HDACs 1, 2, 3 und 8 [Thakur et al., 2012]. 
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2.7 Alkenylbenzene - Methyleugenol 
Im folgenden Kapitel wird näher auf die Gruppe der Phenylpropanoide insbesondere 
auf Methyleugenol, eingegangen, da die gentoxische Wirkung und die damit 
verbundenen Wirkmechanismen dieser Substanz und deren oxidative Metaboliten 
hauptsächlich Gegenstand dieser Arbeit sind. 
2.7.1 Vorkommen von Methyleugenol 
Methyleugenol gehört zu der Gruppe der Phenylpropanoide und stellt  ein 
substituiertes Alkenylbenzol dar. Es besitzt zwei Methoxy-Gruppen in Position 3 und 
4 sowie eine ungesättigte C3-Seitenkette in Position 1 (Abb.39). 
Phenylpropanoide kommen in der Natur als sekundäre Pflanzenstoffe vor. Von 
Pflanzen werden sie zur Verteidigung gegen Fressfeinde und Mikroorganismen und 
als Lockmittel für Bestäuber gebildet. Verschiedene Forschungen haben ergeben, 
dass Phenylpropanoide ausgehend von Phenylpropanolen über den Shikimat-








Abb.39: Strukturformel von Methyleugenol  
 
 
Seit der Antike haben Menschen Phenylpropanoide zur Konservierung von 
Lebensmitteln, zum Würzen sowie als medizinische Produkte verwendet. 
Methyleugenol kommt in verschiedenen Lebensmitteln und ätherischen Ölen vor, die 
in vielen Kräutern und Gewürzen enthalten sind, wie z.B. in Basilikum, Estragon, 
Lorbeer, Nelke, Limonengras, Fenchel, Anis, Sternanis, Muskatnuss, Piment und 
Zimt [Gardner et al., 1997; NTP, 2000; Jeurissen et al., 2006]. 
Oftmals findet sich Methyleugenol zusammen mit verschiedenen Stoffen aus der 
Klasse der Phenylpropanoide in Lebensmitteln, wie beispielsweise in Piment:  
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50 - 80% Eugenol, 4 - 7% β-Caryophyllen, 3 - 28% Methyleugenol, 1,8-Cineol und α-
Phellandrien (die quantitativen Angaben beziehen sich auf die Zusammensetzung 
des ätherischen Öls) [Belitz  et al., 2008]. Methyleugenol wurde in Mengen von 2,6%, 
3,7%, 13% und 0,8% in ätherischen Ölen von Basilikum, Lorbeerblättern, Piment 
(Beeren) und Muskatnuss nachgewiesen [Smith et al., 2002; Al-Subeihi et al., 2012]. 
In manchen pflanzlichen Ölen, wie zum Beispiel in den Baumölen von Dacrydium 
franklinii Hook, Melaleuca bracteata und Cinnamonum olivieri, kommt es als 
Hauptkomponente in Gehalten von 90% bis 98% (in Bezug auf das ätherische Öl) 
vor. 
Zudem kommt Methyleugenol in Früchten und Gemüse vor, so leistet es zum 
vollmundig, milden Aroma der Banane einen Beitrag [Belitz et al., 2008]. 
In Form von natürlichen, ätherischen Ölen wird Methyleugenol als Aroma- und 
Geschmacksstoff in Götterspeise, Pudding, Backwaren, Bonbons, Kaugummi, nicht 
alkoholischen Getränken, Würzen und in Eiscreme verwendet. Weiterhin findet es 
Verwendung als Duftstoff in Parfums, Cremes, Lotionen, Kosmetika, Shampoos, 
Seifen und Kräuterprodukten [NTP, 2000; Burkey et al., 2000]. 
Laut §2 Abs.2 der Aromenverordnung darf Methyleugenol in Deutschland als solches 
„bei der Herstellung von Aromen und anderen Lebensmitteln gewerbsmäßig nicht 
verwendet werden“ [BGB1. I 2006,1133]. Ausgenommen von dieser Regelung sind 
normale Gehalte in natürlichen ätherischen Ölen unter der Voraussetzung, dass die 
Konzentration bestimmte Werte nicht übersteigt. So wurde ausgehend von den 
Gehalten in ätherischen Ölen und unter Berücksichtigung bestimmter 
Expositionsszenarien vom SCCNFP (Wissenschaftlichen Ausschuss “Kosmetische 
Mittel für den Verbraucher bestimmte Non-Food-Erzeugnisse“) für verschiedene 
Produkte Höchstgehalte festgelegt, der maximale Gehalt für Parfum liegt bei 0,01%, 
für Eau de Toilette bei 0,004%, für abwaschbare Mittel bei 0,001% und für 
Mundpflegemittel bei 0,002% [BfR, 2001; BgVV, 2001, BGB1. I 2010, 2193].  
In den USA wird Methyleugenol als Duftstoff und Gewürzinhaltsstoff seit 1920 
verwendet und wurde 1965 von der „Flavor and Extract Manufactures Assoziation“ 
(FEMA) als „Generally Recognized As Safe“ (GRAS) klassifiziert [Burkey et al., 
2000]. 
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2.7.2 Exposition mit Methyleugenol 
Durch die vielfältigen Verwendungsmöglichkeiten besteht ein hohes Potential für die 
menschliche Exposition, dabei geht der größte Anteil von den Lebensmitteln aus. Die 
genaue Konzentration an Methyleugenol in verschiedenen Lebensmitteln kann 
jedoch nicht abgeschätzt werden, so wird in der Literatur ein Wert zwischen 4,8 - 5,2 
ppm oder sogar ein Wert über 40 ppm angegeben [Feranoli, 1975]. Der größte Anteil 
der Exposition durch Lebensmittel geht von Kräutern und Gewürzen aus; ein 
geringer Teil von Obst und Gemüse, sowie durch die Zugabe von natürlichen 
ätherischen Ölen in Speisen und Getränke [Smith et al., 2010]. 
Insgesamt wird von einer Exposition des Menschen in Mengen zwischen 1 µg/kg 
KG/Tag und 10 µg/kg KG/Tag ausgegangen [Smith et al., 2002]. 
Andere Quellen geben einen Wert der täglichen Aufnahme von 0,26 µg/kg KG an 
[Stofberg und Grundschober, 1987]. Das SCF ermittelte einen Wert von 186 µg/kg 
KG/Tag und im 97,5 Perzentil  einen Wert von 514 µg/kg KG/Tag [SCF, 2001]. 
In der Studie von Smith et al. wurde versucht ein MOE für Methyleugenol 
abzuschätzen. Für diese Kalkulation wurde von einer täglichen Aufnahme von 10 
µg/kg KG [Smith et al., 2002] und einer theoretischen Höchstdosis von 66 µg/kg KG 
ausgegangen [Smith et al., 2010]. Zunächst wurde ein T25-Wert von 57 mg/kg 
KG/Tag errechnet. Mit Hilfe des berechneten BMDL10 mit 7,9 mg/kg KG/Tag konnte 
für die tägliche Aufnahme von 10 µg/kg KG ein MOE von 800 abgeschätzt werden, 
während für Konsumenten mit einer erhöhten täglichen Aufnahme ein MOE von 100 
abgeschätzt wurde [Smith et al., 2010]. Liegt der MOE wie in diesem Fall weit unter 
10.000, so wird von einem hohen gesundheitlichen Risiko ausgegangen und es 
müssen starke Minimierungsmaßnahmen getroffen werden [EFSA, 2005]. 
In einer anderen Studie wurde ein BMDL10 Wert basierend auf den Daten des NTP 
[NTP, 2000] zwischen 49- 74 mg/kg KG/Tag bei weiblichen Ratten und 15-34 mg/kg 
KG/Tag bei männlichen Ratten geschätzt [van den Berg et al., 2011]. Basierend auf 
einer täglichen Aufnahme von 0,014 mg/kg KG wurde ein MOE Wert ermittelt, der für 
weibliche Ratten zwischen 3500 und 5300 und für männliche Ratten zwischen 1100 
und 2400 liegt [Al-Subeihi et al., 2013]. Weiter wurde darüber diskutiert, dass 
Methyleugenol nicht als Reinsubstanz aufgenommen wird, sondern in einer 
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Lebensmittelmatrix, welche auch beispielsweise Flavonoide wie Nevadensin 
enthalten können. Nevadensin wurde als Sulfotransferase (SULT) Hemmstoff 
identifiziert [Alhusainy et al., 2010]. In einer Studie von Al-Subeihi et al. wurde das 
Ratten PBBK-Modell ("physiologically based biokinetic model"), welches die 
Bioaktivierung und Detoxifizierung von Methyleugenol in männlichen Ratten 
beschreibt, und das PBBK-Modell für Nevadensin, welches die dosisabhängige 
Kinetik von Nevadensin in männlichen Ratten beschreibt, kombiniert. Dabei wurde 
eine Reduktion der Methyleugenol-DNA-Adduktbildung (ME-3'-N2-dG:  
N2-(transmethylisoeugenol-3'-yl)-2'-deoxyguanosin) verbunden mit einer Reduktion 
der Leberkarzinomen-Bildung festgestellt, welche auf der Nevadensin vermittelten 
Inhibition der Bioaktivierung von Methyleugenol zu seinem DNA reaktiven  
karzinogenen Metaboliten beruht. Auf Grundlage dieser Daten wurde ein BMDL10 
Wert zwischen 159 und 254 mg/kg KG/Tag für weibliche Ratten und zwischen 129 
und 142 mg/kg KG/Tag für männliche Ratten bestimmt. Zusammen mit der täglichen 
Aufnahme von 0,014 mg/kg KG wurde ein MOE für weibliche Ratten von 11.000- 
18.000 und für männliche Ratten zwischen 9.200 und 10.000 berechnet. Die Co-
Regulierung von Nevadensin zusammen mit Methyleugenol erhöht folglich die MOE 
Levels. Dies führt zu einer geringen Priorität für das Risikomanagement im Vergleich 
zur MOE Kalkulation, welche auf den Daten mit Methyleugenol als Reinsubstanz 
beruhen [Al-Subeihi et al., 2013]. 
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2.7.3 Metabolismus von Methyleugenol 
Solheim und Scheline untersuchten den in vivo Metabolismus von Methyleugenol an 
männlichen Wistar-Ratten sowohl nach oraler als auch nach intraperitonealer (i.p.) 
Gabe von 200 mg/kg KG Methyleugenol. Folgende Metabolite (Tab.8) konnten (nach 
Dekonjugation mit Sulfatase/Glucuronidase) aus dem gesammelten 24-Stunden-Urin 
detektiert werden [Solheim und Scheline, 1976]: 
 
Tab.8: Metabolite aus gesammelten 24h-Urin [Solheim und Scheline , 1976] 
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Der in vitro Metabolismus von Methyleugenol wurde in der Arbeit von Cartus, 2009 
untersucht. Er inkubierte Lebermikrosomen verschiedener Spezies (Ratte, Rind und 
Mensch; ohne metabolische Aktivierung) drei Stunden mit Methyleugenol und 
identifizierte die in Tab.9 gezeigten Phase-I-Metaboliten.  
Tab.9: Phase-I-Metabolite [Cartus et al., 2012] 
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Es zeigte sich, dass eine längere Inkubationszeit (24 h) eine verminderte 
Wiederfindung der Metaboliten in Abhängigkeit der Konzentration zur Folge hatte  
[Cartus, 2009]. Die Abnahme kann darauf zurückgeführt werden, dass ein Teil der 
gebildeten Metabolite zu reaktiven Spezies (z.B. Epoxid) weiter reagieren, welche auf 
Grund ihrer elektrophilen Eigenschaft an mikrosomale Proteine binden und analytisch 
so nicht erfasst werden [Gardner et al., 1996].  
Der 1’-Hydroxy-Metabolit geht als einer der Hauptmetabolite aus der Studie von 
Cartus et al. hervor, seine mikrosomale Bildung wird bereits in der Literatur 
beschrieben [Borchert et al., 1973]. Weiterhin wird dieser Metabolit für die 
Kanzerogenität des Methyleugenols verantwortlich gemacht [Jeurissen et al., 2006]. 
In der Studie von Solheim und Scheline konnte im Urin der Tiere  
1’-Hydroxymetheyleugenol (wie auch 3’-Hydroxymethylisoeugenol und  
2,3-Dihydroxymethyleugenol) nicht identifiziert werden, jedoch in deren 
Gallenflüssigkeit. 
In der Studie von Cartus et al. wurde in vitro 3’-Oxomethylisoeugenol als Metabolit 
identifiziert; im Tierversuch konnte dieser nicht nachgewiesen werden [Solheim und 
Scheline, 1976]. Auch in der Inkubation an Mikrosomen konnte 3'-
Oxomethylisoeugenol eruiert werden, jedoch nicht in der Inkubation an primären 
Rattenhepatozyten. Dieser Metabolit kann vermutlich mit andern Aminosäuren und 
Proteinen reagieren, was in der Lebertoxizität und Halbantigen Bildung eine Rolle 
spielen kann [Cartus et al., 2012]. Weiter wurde in vitro auch (RS)-2',3'-dihydroxy-
2',3'-dihydromethyleugenol (Diol) detektiert [Cartus et al., 2012], das Vorprodukt des 
Diols Methyleugenol-2',3'-epoxid konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Die 
Inkubation des Methyleugenol-2',3'-epoxids an Aroclor 1254 behandelten 
Rattenlebermikrosomen führte zur vollständigen Umwandlung zum Diol. Da das Diol 
jedoch nicht in den Kontrollexperimenten mit hitze-inaktivierten Mikrosomen 
detektiert werden konnte, wird davon ausgegangen, dass mikrosomale 
Epoxidhydrolasen für die Umwandlung notwendig sind [Cartus et al., 2012]. Es wurde 
bereits in anderen Untersuchungen berichtet, dass die Epoxide von Allylbenzenen 
wie Estragol und Safrol Substrate für mikrosomale Epoxidhydrolasen darstellen [Luo 
et al., 1992]. 
In einer Untersuchung von Al-Subeihi et al. wurden aus Lunge, Leber und Niere 
isolierte Mikrosomen der Ratte mit Methyleugenol inkubiert. Es wurde beobachtet, 
  Theoretische Grundlagen 
 
 - 84 - 
dass die stärkste Anzahl an Metaboliten durch den Umsatz mit Lebermikrosomen 
erreicht wurde (Anzahl an Metaboliten siehe Tab.7). In den Mikrosomen der Lunge 
wurden die Metabolite Eugenol und 3-Hydroxy-4-methoxyallylbenzol und in der Niere 
Methyleugenol-2',3'-epoxid charakterisiert.  
Im Weiteren wurde in einer Studie die Bioaktivierung und Detoxifizierung von 
Methyleugenol erforscht (PBBK-Modell). Dazu wurden Lebermikrosomen von 
männlichen Sprague Dawley Ratten mit Methyleugenol inkubiert und auf Metabolite 
untersucht. Hier wurde festgestellt, dass die Bildung der einzelnen Metabolite in den 
Lebermikrosomen konzentrationsabhängig ist (Tab.10). So geht 3-(3,4-
Dimethoxyphenyl)-2-propen-1-ol (32,9%) bei niedrigen Dosen (0,05 mg/kg KG) als 
Hauptmetabolit hervor gefolgt von Methyleugenol-2',3'-epoxid (31%), während im 
hohen Dosisbereich von 300 mg/kg KG die Menge an 3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-
propen-1-ol stark sinkt (19,8%) und 1’-Hydroxymethyleugenol mit 30,8% in den 
Vordergrund rückt [Al-Subeihi et al., 2011]. 
 
Tab.10: Metabolite aus Lebermikrosomen der Ratte in hohem und niedrigem Dosisbereich 
 [Al-Subeihi et al., 2011] 
Metabolit 
Gehalt nach 
hoher Dosis  




(0,05 mg/kg KG) 
[%] 
 Methyleugenol-2',3'-epoxid 32,8 31,0 
1’-Hydroxymethyleugenol 30,8 17,6 
 3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-
propen-1-ol 19,8 32,9 
2-Hydroxy-4,5-
dihydroxymethyleugenol 7,4 11,4 
M6 (nicht identifizierter Metabolit) 4,1 2,3 
3-Hydroxy-4-methoxyallylbenzol 3,5 3,4 
 
  Theoretische Grundlagen 
 
 - 85 - 
Andere Studien von NTP, 2000, Cran und Caldwell, 1992 und Gardner et al., 1997 
gehen im Besonderen auf die folgenden Metabolite ein: 1’-Hydroxmethyleugenol, 
Methyleugenol-2',3'-epoxid und der Chinon-Methid-Metabolit. Diesen Metaboliten 
wird ein hohes kanzerogenes und mutagenes Potential zugesprochen. 
Von äußerster Wichtigkeit scheint der 1’-Hydroxy-Metabolit zu sein. Er wird durch 
Hydroxylierung des 1’-Kohlenstoffatoms der Allylseitenkette gebildet (Abb.40). Diese 
Reaktion wird von CYP 450 Enzymen katalysiert, im Besonderen von CYP 450 1A2, 
2C9, 2D6 und 2C19 [Jeurissen et al., 2006]. Der gebildete Alkohol wird enzymatisch 
durch Sulfotransferasen sulfoniert und es entsteht ein instabiles Intermediat, welches 
spontan in wässriger Umgebung zum elektrophilen Carbokation zerfällt. Dieses gilt 
als ultimales Kanzerogen, welches an Makromoleküle wie DNA und Proteine binden 
kann [Gardner et al., 1997]. 
 
 
Abb.40: Bioaktivierung von Methyleugenol  
[modifiziert nach Jeurissen et al., 2006] 
 
Methyleugenol-2',3'-epoxid entsteht durch die CYP 450 katalysierte Epoxidierung der 
Seitenkette. Während Epoxide im Allgemeinen eine hohe Reaktivität mit zellulären 
Verbindungen zeigen, ist das Methyleugenol-2',3'-epoxid relativ stabil [NTP, 2000].  
Auch eine O-Demethylierung des Methyleugenols zu Eugenol oder 3-Hydroxy-4-
methoxyallylbenzen ist möglich, diese Metabolite können dann als Sulfate oder 
Glucuronidsäure Konjugate ausgeschieden werden [Smith et al., 2002; Al-Subeihi et 
al., 2012]. Das Methyleugenol-2',3'-epoxid kann über Epoxidhydrolasen, welche das 
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Epoxid zum Dihydrodiol umformen, oder als GSH (Glutathion)-Konjugat detoxifiziert 
werden [Luo und Guenthner, 1995]. 
In der Bioaktiverung und Detoxifizierungsuntersuchung an Rattenlebermikrosomen 
von Al-Subeihi et al. wurde festgestellt, dass der 1-Hydroxymetabolit durch ß-
Glucuronidase zum 1'-Hydroxymethyleugenol-Glucuronid metabolisiert wird. Auch 
andere Metabolite wie 1'-Oxomethyleugenol zeigten eine GSH-Addukt Bildung in 
Mikrosomen der Rattenleber. Ebenso wurde das GSH-Konjugat des Carbokations 
von 1'-Sulfooxymethyleugenol nach Inkubation mit Rattenleber S9 Präparation 
nachgewiesen [Al-Subeihi et al., 2011]. 
Auch das PBBK-Model an humanen Lebermikrosomen zeigte die Phase-II 
Metabolisierung zu Glucoroniden und GSH-Konjugaten. Es konnte weiter festgestellt 
werden, dass die Oxidation und anschließende Konjugation zu  
1'-Hydroxymethyleugenol-Glucuronid den bevorzugten Umwandlungsweg im 
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2.7.4 Toxizität von Methyleugenol 
 
2.7.4.1 Akute Toxizität 
Die akute Toxizität von Methyleugenol wurde in einer Studie von Jenner et al. näher 
untersucht. Vor der Verabreichung von Methyleugenol wurden männliche und 
weibliche Osborne-Mendel Ratten (in zehner Gruppen) ca. 18 Stunden nüchtern 
gesetzt. Die Dosen (1170 mg/kg - 2070 mg/kg) wurden durch eine Schlundsonde 
verabreicht. Die Ratten wurden über einen Zeitraum von zwei Wochen unter 
Beobachtung gehalten, während dieser Zeit wurde die Entwicklung toxischer 
Symptome verfolgt und die Zeit des Todeseintrittes registriert. 
Für Methyleugenol wurde ein LD50 von 1560 mg/kg KG festgelegt. Die Ratten fielen 
eine Stunde nach der Behandlung ins Koma und der Tod trat nach weniger als acht 
Stunden ein [Jenner et al., 1964]. 
Für Mäuse wurde der Median für die letale orale Dosis bei 540 mg/kg KG bestimmt. 
Reines Methyleugenol rief weder Irritationen am Auge noch auf der Haut hervor 
[NTP, 2000]. 
2.7.4.2 Subchronische und chronische Toxizität 
In einer 14-Wochen Studie wurde fünf Tage pro Woche Methyleugenol an weibliche 
und männliche F344/N Ratten in Dosen von 0, 10, 30, 100, 300 und 1000 mg/kg KG 
über eine Schlundsonde verabreicht. Alle Ratten überlebten bis zum Ende der 
Studie. Jedoch wurde bei den Tieren, die mit den beiden höchsten Dosen behandelt 
wurden, eine signifikante Reduzierung des Körpergewichtes (von etwa 9% bzw. 
30%) beobachtet. Pathologische Untersuchungen der Tiere zeigten 
Leberschädigungen und Gewichtszunahmen der Leber in Dosen von 100 mg/kg KG 
und höher. Der NOEL von Methyleugenol wurde auf 10 mg/kg KG/Tag festgelegt 
[Abdo et al., 2001]. 
Aus einer 90-Tage Studie an weiblichen und männlichen F344 Ratten und B6C3F1 
Mäusen wurde ein LOAEL Wert von 100 mg/kg KG bestimmt [NTP, 2000]. 
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2.7.4.3 Zytotoxizität 
Burkey et al. untersuchte unter anderem die Zytotoxizität an isolierten Hepatozyten 
der Ratte mit Hilfe des LDH (Laktatdehydrogenase) Tests. Dieser Test beruht auf der 
Freisetzung der zytosolischen LDH in den extrazellulären Raum bei Zellläsionen 
(Schädigung der Zellmembran); damit ist die Konzentration an LDH im Medium ein 
Maß für die Zytotoxizität einer Substanz. Bei diesem Test wurde Methyleugenol im 
Konzentrationsbereich bis 3 mM als gering zytotoxisch charakterisiert. Auch auf 
Hepatozyten der Maus hatte Methyleugenol eine geringe zytotoxische Wirkung bis  
1 mM, mit einem Anstieg auf 80-90% LDH-Ausstrom in Konzentrationen von 3 mM 
bis 5 mM [Burkey et al., 2000]. In der Studie von Cartus et al. wurde im LDH-Test 
nach 24-stündiger Inkubation an primären Rattenhepatozyten erst in Konzentrationen 
≥ 2000 µM zytotoxische Eigenschaften festgestellt. Im Resazurintest an primären 
Rattenhepatozyten konnte ein IC50-Wert von 307 ± 52 µM berechnet werden [Cartus 
et al., 2012]. Auch der Hauptmetabolit 1'-Hydroxymethyleugenol zeigte an primären 
Rattenhepatozyten im LDH- Und Resazurintest mit IC50-Werten von 93 ± 33 µM und 
46 ± 14 µM deutlich zytotoxische Effekte [Cartus et al., 2012]. Hingegen konnte im 
WST-1 ("water soluble tetrazolium salt 1")- Test an V79 Zellen (Lungenfibroblasten 
des männlichen chinesischen Hamsters) keine zytotoxischen Effekt von  
1'-Hydroxymethyleugenol in Konzentrationen bis 100 µM detektiert werden und auch 
im SRB-Test zeigte sich keine Wachstumshemmung in Konzentrationen bis 100 µM 
nach 72 Stunden [Groh et al. ,2012]. Die anderen Metabolite Methyleugenol-2',3'-
epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol zeigten an primären Rattenhepatozyten erst in 
höheren Konzentrationen zytotoxische Effekte. So wurde im LDH- und Resazurintest 
ein IC50-Wert von 1478 ± 422 µM bzw. 328 ± 58 µM für 3'-Oxomethylisoeugenol und 
1342 ± 453 bzw. 310 ± 2,8 µM für Methyleugenol-2',3'-epoxid angegeben [Cartus et 
al., 2012]. An V79 Zellen wurden hingegen im WST-1 Test in niedrigen Konzentration 
zytotoxische Effekte nach Inkubation mit diesen Metaboliten nachgewiesen werden. 
Für Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol wurde in der höchsten 
getesteten Konzentration von 100 µM ein deutlicher Rückgang der Zellviabilität 
detektiert. Beim SRB Test an V79 Zellen wurde ein IC50-Wert nach 72-stündiger 
Inkubation für Methyleugenol-2',3'-epoxid von 82 ± 25 µM und für  
3’-Oxomethylisoeugenol von 69 ± 4 µM ermittelt. 
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2.7.4.4 Reproduktions- und Entwicklungstoxizität 
Sowohl zur Reproduktions- als auch zur Entwicklungstoxizität gibt es bislang keine 
toxikologischen Daten [SCF, 2001]. 
2.7.4.5 Kanzerogenität und Gentoxizität 
Methyleugenol zeigte kontroverse Ergebnisse in einigen in vitro Mutagenitätstests 
wie beispielsweise im Ames Salmonella typhimurium Test und im Escherichia coli 
Reversion Mutation Test ohne oder mit metabolischer Aktivierung [Brennan et al., 
1996; Dorang et al., 1977; Mortelmann et al., 1986; Schiestl et al., 1989; Sekizawa 
und Shibamoto, 1982]. In einer Studie von Hermann et al. konnte gezeigt werden, 
dass Methyleugenol mutagen im Ames Salmonella typhimurium Test des Stammes 
TA100 ist, welcher verschiedene SULTs exprimiert; insbesondere humane SULT1A1 
und SULT1C2, die 1'-Hydroxymethyleugenol in DNA reaktive Metaboliten 
umwandeln können. Aber auch der Metabolit 1'-Hydroxymethyleugenol zeigte 
mutagenes Potential im Ames Test mit humaner SULT1A1 und SULT1C2 [Hermann 
et al., 2012]. Weiter zeigte Methyleugenol gentoxisches Potential im UDS 
("unscheduled DNA synthesis") -Test an Rattenhepatozyten in einem 
Konzentrationsbereich zwischen 10 µM und 500 µM [Burkey et al., 2000].  
In der Einzelzellgelelektrophorese an V79 Zellen zeigte sich nach ein- und  
24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol eine signifikante DNA-strangbrechende 
Wirkung in Konzentrationen ≥  25 µM. Auch die Metaboliten  
1'-Hydroxymethyleugenol und Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigten nach Kurz- und 
Langzeitinkubation eine erhöhte DNA-Strangbruchrate in Konzentrationen ≥ 10 µM. 
3'-Oxomethylisoeugenol induziert erst nach 24-stündiger Inkubation DNA-Schäden in 
Konzentrationen ≥10 µM [Groh et al., 2012]. Weiter induzierten die Metabolite 
Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol Mikrokerne in V79 Zellen. 
Auch zeigte sich in einer in vivo Mutagenitätsuntersuchung an weiblichen und 
männlichen gpt delta transgenen Ratten ein signifikanter Anstieg von 
Punktmutationen in der 100 mg/kg Dosis-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe [Jin 
et al., 2012]. 
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In mehreren Studien an Nagern hat sich bestätigt, dass Methyleugenol ein 
Kanzerogen ist, welches Tumore in Leber, Haut, Niere und Brustdrüse induziert 
[Cran und Caldwell, 1992; NTP, 2000; SCF, 2001]. 
So wurde eine zweijährige Studie an F344 Ratten und B6C3F1 Mäusen durchführt. 
Bei dieser Studie trat in beiden höchsten Dosisgruppen (150 mg/kg /Tag und  
300 mg/kg /Tag) eine stark erhöhte Mortalität auf. Als Endpunkt der Studie wurden 
Leberneoplasien, Leberkarzinome, benigne und maligne neuroendokrine Tumore 
und Hyperplasien erfasst [NTP, 2000]. 
Weiter wurde in einer 16-Wochen Studie von Williams et al. an männlichen F344 
Ratten untersucht, ob es sich bei Methyleugenol um einen Initiator oder Promotor für 
die Induzierung von Tumoren handelt. Hier konnte gezeigt werden, dass 
Methyleugenol als Initiator für Leberkarzinome agiert. So wurde eine Gruppe nach 
Gabe von Methyleugenol mit 500 ppm Phenobarbital (ein Promotor) behandelt, um 
Leberneoplasien auszulösen. In der mittleren und hohen Dosisgruppe traten 
hepatische Adenome auf, die nach Behandlung mit Phenobarbital größer und 
vielzähliger waren als in der Kontrollgruppe. [Williams et al., 2013]. 
Durch die Inkubation von CHO-Zellen (Hamster Ovarien; mit metabolischer 
Aktivierung) mit Methyleugenol wurden Schwesterchromatid-Austausche induziert 
[BfR, 2001; NTP, 2000; Robison et al., 2006]. Methyleugenol zeigte jedoch in CHO 
Zellen (± metabolischer Aktivierung) kein klastogenes Potential [NTP, 2000; Robison 
et al., 2006]. Auch in einer in vivo Studie konnte im Knochenmark von männlichen 
und weiblichen B6C3F1 Mäusen keine klastogene Wirkung festgestellt werden [NTP, 
2000; Robison et al., 2006].  
In mehreren 32P-Postlabbeling Assays wurde gezeigt, dass Methyleugenol an DNA 
binden kann und eine hohe Affinität zur DNA aufweist [NTP, 2000]. Auch in einer 
Untersuchung von Zhou et al. wurde gezeigt, dass Methyleugenol an humaner 
zellulärer DNA Addukte bildet [Zhou et al., 2007]. Ebenso zeigte sich, dass 
Methyleugenol in der Rattenleber  DNA-Addukte bilden kann [Williams et al., 2013]. 
In einer Studie von Cartus et al. konnte nachgewiesen werden, das Methyleugenol 
DNA-Addukte an Desoxyadenosin (dA) und Desoxyguanosin (dG) in primären 
Rattenhepatozyten bildet. 1'-Hydroxymethyleugenol ist der potenteste DNA-Addukt-
Bildner im Vergleich zu den anderen Metaboliten; ebenso konnte für  
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3'-Oxomethylisoeugenol eine DNA-Addukt-Bildung zum dG detektiert werden [Cartus 
et al., 2012]. In einer in vivo Studie an Mäusen konnte gezeigt werden, dass die 
Bildung der N2-(trans-methylsioeugenol-3'-yl)-2'-desoxyguanin (N2-MIE-dG) Addukte 
und der weniger gebildeten N6-(trans-methylsioeugenol-3'-yl)-2'-desoxyadenosin  
(N2-MIE-dA) Addukte abhängig von der Exprimierung SULT1A Enzyme ist. Dabei 
konnte ein stärkere Adduktbildung bei humanen SULT1A1/2 gezeigt werden als bei 
SULT1a1 der Maus [Herrmann et al., 2013]. 
In Untersuchungen humaner Leberproben aus Biopsien von 30 Probanden wurden 
Methyleugenol-DNA-Addukte detektiert, die auf die natürliche Exposition (Ernährung) 
zurückgeführt werden konnten. Der maximale und mediane Level dieser Addukte lag 
bei 37 und 13 pro 108 Nukleosiden, folglich bei 4700 und 1700 Addukten pro 
diploiden Genom (6,6 x 109 Basenpaaren). Diese Anzahl an Addukten liegt im 
Bereich der Niveaus der TD50 Werten verschiedener Leberkarzinogene in Nagern. Es 
gibt keine Daten zu den Ernährungsgewohnheiten der Probanden, da die 
Biopsieproben aus einer Studie zur Biotransformation und Transport von Xenobiotika 
stammten [Herrmann et al., 2013]. 
In einer Studie von Ding et al. wurde eine in vivo Einzelzellgelelektrophorese an 
F344 Ratten durchgeführt. Den Ratten wurde hierzu Methyleugenol in 
Konzentrationen bis 2000 mg/kg KG verabreicht. danach wurden die Ratten nach 
drei, sechs oder acht Stunden getötet und die Leber untersucht. Hier zeigte sich in 
der höchsten Dosis-Gruppe von 2000 mg/kg KG (Tötung nach sechs- und acht 
Stunden) ein signifikanter Anstieg der Endonuklease III sensitiven DNA-Schäden. 
Endonuklease III ist ein Enzym für die Detektion von oxidativen Schäden an 
Pyrimidinbasen. Desweiteren wurde eine Hemmung der Transkription verschiedener 
Gene, welche als Marker für DNA-Schäden und DNA-Reparatur dienen, nach 
dreistündiger Inkubation nachgewiesen werden [Ding et al., 2011]. 
Auf Grund dieser Studienergebnisse wird Methyleugenol als gentoxisches 
Kanzerogen klassifiziert, wobei die Wirkungen vor allem auf die Metabolite 
zurückgeführt werden [NTP, 2000; Gardner et al., 1996; BgVV, 2002]. 
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3. Problemstellung 
Methyleugenol kommt in verschiedenen Kräutern und Gewürzen wie Basilikum, 
Fenchel, Sternanis und Estragon vor. Es findet in Form von natürlichen ätherischen 
Ölen sowohl als Aroma- und Geschmacksstoff in Lebensmitteln als auch als Duftstoff 
in Kosmetik Verwendung [Gardner et al., 1997; Smith et al., 2010]. Aus der daraus 
resultierenden kontinuierlichen Exposition des Menschen mit Methyleugenol und 
weiterer Phenylpropanoide können gesundheitliche Risiken nicht ausgeschlossen 
werden. Im Tierversuch wurden bereits mutagene und kanzerogene Wirkungen von 
Methyleugenol gezeigt, auf Grund derer Methyleugenol als gentoxisches Kanzerogen 
klassifiziert wurde [NTP, 2000; SCF, 2001]. Durch die biologische Metabolisierung 
von Methyleugenol mittels der Phase-I-Enzyme Cytochrom P450 Monooxygenasen 
werden zahlreiche oxidative Metaboliten gebildet, welche auf Grund ihrer 
Reaktionsfähigkeit mit der DNA und anderen Makromolekülen interagieren können 
und daher für eine toxikologische Bewertung von Methyleugenol eine wichtige Rolle 
spielen [Gardner et al., 1997; Jeurissen et al., 2006; Cartus et al., 2012]. In 
vorherigen Studien wurde eine potente DNA-schädigende Wirkung von 
Methyleugenol und den oxidativen Metaboliten 1'-Hydroxymethyleugenol, 
Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol an V79 Zellen, eine 
Lungenfibroblasten-Zelllinie des männlichen chinesischen Hamsters, gezeigt [Groh et 
al., 2012]. Ziel dieser Arbeit ist es, den Wirkmechanismus, der zur gentoxischen 
Wirkung von Methyleugenol und den drei ausgewählten oxidativen Metaboliten führt, 
zu charakterisieren, um im Rahmen einer Risikobewertung den Beitrag der 
Methyleugenolmetaboliten zur gentoxischen Wirkung der Muttersubstanz zu prüfen. 
Durch diese Auswahl an Testsubstanzen 1) 1‘-Hydroxymethyleugenol als proximales 
Kanzerogen, 2) Methyleugenol-2',3'-epoxid als reaktives Epoxid und 3)  
3'-Oxomethylisoeugenol als reaktive α,β-ungesättigte Carbonylverbindung sollen 
Daten zum Struktur-Wirkmechanismus von oxidativen Metaboliten im Vergleich zur 
Muttersubstanz Methyleugenol generiert werden. Der Schwerpunkt bei der 
Aufklärung des Wirkmechanismus lag zum einen auf Untersuchungen zu direkt 
gentoxischen Wirkmechanismen, wie z.B. der Induktion von DNA-Strangbrüchen 
oder von Mikrokernen. Im Rahmen der Untersuchungen zur Beeinflussung der 
zellulären Signaltransduktion lag der Schwerpunkt auf DNA-Schaden-assoziierten 
Enzymen, wie die Klasse der Histondeacetylasen sowie der Topoisomerasen. Von 
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besonderem Interesse ist hierbei die Frage einer möglichen Stabilisierung des 
kovalenten DNA-Topoisomerase-Komplexes oder der direkten katalytischen 
Hemmung der Topoisomerase als potentielle gentoxische Wirkqualität. Als weitere 
nachgeschaltete zelluläre Zielstrukturen wurden DNA-Reparatur-assoziierte Enzyme 
wie ATM und ATR, die Zellzyklus „Checkpoint“-Kinasen Chk1 und Chk2, das 
Tumorsuppressorprotein p53 sowie BRCA1, ein wichtiges Protein des DNA-
Reparatursystems, mit in die Arbeit einbezogen. Ebenso soll die Frage der Relevanz 
des Wirkmechanismus der Substanzen für die Integrität zellulärer DNA geklärt 
werden.  
Der zweite Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Untersuchung zur Beeinflussung 
epigenetischer Faktoren durch Polyphenole. Während der Kanzerogenese werden 
wichtige Tumorsuppressorgene abgeschaltet bzw. Protoonkogene aktiviert. Neuere 
Untersuchungen haben gezeigt, dass gerade hierbei epigenetische Veränderungen 
wie DNA-Methylierung und Histonmodifizierungen eine wichtige Rolle spielen. Die 
Modulation der Prozesse der Histonmodifizierung (Methylierung, Acetylierung, 
Phosphorylierung, Ubiquitinylierung, SUMOylierung) durch Lebensmittelinhaltsstoffe 
wird als neuer Biomarker für das chemoprotektive Potential von Polyphenolen 
diskutiert [Hanahan und Weinberg, 2000; Link et al., 2010]. Jedoch ist bislang 
unzureichend geklärt, ob diese Eingriffe in die DNA-Integrität auch negative Effekte 
aufweisen könnten. 
SUMO („small ubiquitin-like modifier“)-Proteine gehören zur Familie der Ubiquitin-
ähnlichen Proteine, die analog zum Ubiquitin über kovalente Bindungen mit 
zellulären Proteinen verknüpft werden [Sarge und Park-Sarge, 2009]. Das SUMO-
System kontrolliert die Funktion einer Vielzahl an Proteinen. HDACs gehören zur 
Gruppe der SUMO-Substratproteine und sind auf Grund ihrer oftmals auftretenden 
Fehlregulation bzw. Überexpression in Tumorzellen von großem 
wissenschaftlichem Interesse [Shiio und Eisenman, 2003]. Es ist bislang wenig 
bekannt, ob Polyphenole die Aktivität zellulärer Proteine durch Beeinflussung der 
posttranslationalen Modifikation durch SUMO modulieren. Im Rahmen dieser Arbeit 
stellte sich die Frage, ob Polyphenole Einfluss auf  die SUMO 1 Expression sowie die  
SUMO 1/HDAC 1-Interaktion nehmen und wie solche Effekte die HDAC-Aktivität 
beeinflussen.   
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4. Untersuchung der posttranslationalen 
    Histondeacetylase-Modifizierung durch  
    Polyphenole 
4.1 Ergebnisse  
4.1.1 Etablierung eines geeigneten Zellmodells 
Zunächst musste ein geeignetes Zellmodell zur Messung der Expression von SUMO 
etabliert werden. Dazu wurde eine Western Blot Analyse mit dem monokonalem 
Antikörper gegen SUMO E1, wobei auch die SUMO-Oligomere bei 34 kDa und 90 
kDa detektierbar sind, durchgeführt. Es wurde weiter zwischen einer zytosolischen 
Fraktion und der Kernfraktion des Zelllysates unterschieden, um mögliche Effekte auf 
den Proteinstatus beider Fraktionen vergleichen zu können. Unter SUMO werden 
drei Formen E1, E2 und E3 zusammengefasst, die in der Konjugationreaktion des 
Zielproteins in der enzymatischen Kaskade eine Rolle spielen [Hay, 2005]. Als 
geeignetes Modell erwiesen sich HT29 Zellen, eine Kolon-Adenokarzinomzelllinie. 
SUMO Proteine bilden heteromere Strukturen aus. Das SUMO Monomer hat ein 
Molekulargewicht von 11,5 kDa. In HT29 Zellen konnten die SUMO Oligomere bei  




SUMO E1 90 kDa  
  




Abb.41: Exemplarischer Western Blot zur Detektion von SUMO E1 in HT29 Zellen 
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4.1.2 Beeinflussung der Zellviabilität der HT29 Zellen nach 
  Inkubation mit  ausgewählten Polyphenolen 
Die Zytotoxizität der drei Polyphenole Chlorogensäure, Genistein und EGCG wurde 
mit Hilfe des WST-1("water soluble tetrazolium salt") Tests nach 24-stündiger und 
48-stündiger Inkubation untersucht. Die Zellinkubation mit den Polyphenolen wurde 
in Anwesenheit von Katalase (100 U/mL) durchgeführt, um einen Einfluss des unter 
Zellkulturbedingungen gebildeten Wasserstoffperoxids zu verhindern [Bellion et al., 
2009; Long et al., 2000; Suh et al., 2010; Lopez-Lazaro et al., 2011; Kern et al., 
2007]. Die Zytotoxizität der drei Polyphenole wurde untersucht, um den nicht-
zytotoxischen Bereich für die nachfolgenden Untersuchungen festzulegen. 
Chlorgensäure zeigte bis zu einer Konzentration von 250 µM in beiden 
Inkubationszeitpunkten keine zytotoxischen Eigenschaften in HT29 Zellen. Ebenso 
konnte weder nach 24-stündiger noch nach 48-stündiger Inkubation mit 200 µM 
Genistein ein zytotoxischer Effekt nachgewiesen werden. Auch EGCG zeigte in der 
höchsten getesteten Konzentration von 100 µM sowohl nach 24 Stunden als auch 
nach 48 Stunden keine Beeinträchtigung der Zellvitalität [Daten nicht gezeigt; 
Untersuchung durchgeführt von Frau Lüske; Forschungspraktikum 2011 in der AG 








  Ergebnisse und Diskussion 
 
 - 96 - 
4.1.3 Beeinflussung der SUMO E1 Expression nach   
  Inkubation mit Polyphenolen 
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Testung der Beeinflussung der SUMO E1 
Expression durch die drei Polyphenole dargestellt. 
Es wurde zunächst ein Zeitversuch durchgeführt, in dem HT29 Zellen für eine 
Stunde, drei Stunden, sechs Stunden, zwölf Stunden und 24 Stunden mit dem 
entsprechenden Polyphenol inkubiert wurden. Als geeignetes Zeitfenster hat sich die 
24-stündige Inkubation herausgestellt.  
Nach 24-stündiger Inkubation der HT29 Zellen mit Chlorogensäure zeigte sich im 
Konzentrationsbereich von 10 – 250 µM  ein marginalen Rückgang der SUMO E1 
Expression in Bezug auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5%) sowohl in der 
Kernfraktion als auch in der zytosolischen Fraktion (Abb.42). In der zytosolischen 
Zellfraktion wurde keine Bande von 90 kDa detektiert. Es ist jedoch in beiden 
Zellkompartimenten (Zytosol und Kern) eine Dosis-Wirkungsbeziehung erkennbar. 
Ein Signifikanzniveau wird jedoch nicht erreicht. 




a) zytosolische Fraktion                                                 b) Kernfraktion 
 
 




















Abb.42: a) Graphische Darstellung der SUMO E1 Expression in der a) Kernfraktion und b) 
zytosolischen Fraktion von HT29 Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit Chlorogensäure (10 
µM, 50 µM, 100 µM, 250 µM) bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5 %) (n=4). c) 
Exemplarischer Western Blot der Expression von SUMO in der Kernfraktion und der 



































Abb.43: a) Graphische Darstellung der SUMO E1 Expression in der a) Kernfraktion und b) 
zytosolischen Fraktion von HT29 Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit Genistein (10 µM, 50 
µM, 100 µM, 250 µM, 500 µM) bezogen auf die Negativkontrolle DMSO (0,5 %) (n=4). * 
Signifikanz zur Lösungsmittelkontrolle (DMSO; 0,5%), Student’s t Test *: t= 0,05; **: t= 0,01; ***: 
t= 0,005. c) Exemplarischer Western Blot der Expression von SUMO in der Kernfraktion und der 
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Eine deutliche Hemmung der SUMO E1 Expression zeigte sich nach der Inkubation 
von HT29 Zellen mit Genistein sowohl in der Kenfraktion als auch in der 
zytosolischen Fraktion. In beiden Fraktionen konnten die beiden SUMO-Oligomere 
nachgewiesen werden. So wurde durch die Inkubation mit Genistein ab einer 
Konzentration von 100 µM in der Kernfraktion ein signifikanter Rückgang der SUMO 
Expression des Oligomers (34 kDa) detektiert (Abb.43). In der höchsten gemessenen 
Konzentration von 500 µM ist der Rückgang der Expression für beide SUMO-
Oligomere (34 kDa und 90 kDa) signifikant. In der zytosolischen Fraktion wurde in 
der höchsten gemessenen Konzentration von 500 µM nur bei dem 90 kDa SUMO-
Oligomer eine signifikante Verminderung der SUMO-Expression ermittelt. Insgesamt 
zeigte sich eine konzentrationsabhängige Beeinflussung der SUMO E1 Expression 




















a) zytosolische Fraktion                                            b) Kernfraktion 


















Abb.44: a) Graphische Darstellung der SUMO E1 Expression in der a) Kernfraktion und b) 
zytosolischen Fraktion von HT29 Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit EGCG bezogen auf 
die Negativkontrolle DMSO (0,5 %) (n=4). * Signifikanz zur Lösungsmittelkontrolle (DMSO; 
0,5%), Student’s t Test *: t= 0,05. c) Exemplarischer Western Blot der Expression von SUMO in 
der Kernfraktion und der zytosolischen Fraktion nach 24-stündiger Inkubation mit EGCG.  
 
 
Sowohl in der zytosolischen als auch in der Kernfraktion konnte nach Inkubation von 
HT 29 Zellen mit EGCG nur ein SUMO-Oligomer mit einem Molekulargewicht von 34 
kDa detektiert werden. 
Die nukleare SUMO-Expression wurde durch 50 µM EGCG signifikant gehemmt, 
wohingegen es in der zytosolischen Fraktion durch EGCG zu einem 















  Ergebnisse und Diskussion 
 
 101 
Die beiden Polyphenole EGCG und Genistein zeigten eine Beeinflussung des SUMO 
E1 Proteinstatus. Chlorogensäure zeigte hingegen keinen Effekt auf die SUMO E1 
Expression. Die Beeinflussung des Proteinstatus von SUMO E1 kann 
möglicherweise bei der SUMOylierung der Zielproteine eine Rolle spielen, da SUMO 
E1 für die Konjugationsreaktion des Zielproteins in der enzymatischen Kaskade 
wichtig ist [Hay, 2005].  Als mögliches Zielprotein von SUMO wird in dieser Arbeit die 
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4.1.4 Modulation der HDAC-Aktivität in HT29 Zellen 
In einer weitern Untersuchung wurde die Modulation der HDAC-Aktivität in HT29 
Zellen betrachtet (Abb.45). Hierzu wurden die HT29 Zellen mit den Testsubstanzen 
inkubiert und die Enzymaktivität mit dem käuflichen HDAC zellbasierten 
Aktivitätsassay-Kit (Biomol) untersucht. Hierbei wird ein zellgängiges HDAC-Substrat 
(BOC-Nε-acetyl-L-lysin-7-amino-4-methylcoumarin) eingesetzt und die Fluoreszenz 
des deacetylierten Substrates fluorometrsich gemessen. Rekombinante HDAC wurde 
als Positivkontrolle mitgeführt. Zur Absicherung der Spezifität des Testsystems wird 
der HDAC-Hemmstoff Trichostatin A (TA) verwendet. 
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Abb.45: Beeinflussung der HDAC1 Aktivität in HT29 Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 
den Polyphenolen EGCG, Genistein und Chlorogensäure in Anwesenheit von Katalase (100 
U/mL). Die HDAC-Aktivität wurde durch die Umsetzung des spezifischen HDAC 1 Substrates 
(Boc-Lys(AC)-AMC) bestimmt. Rekombinante HDAC 1 wurde als Positivkontrolle (PK) und 
Trichostatin A (TA) als ein spezifischer HDAC-Inhibitor eingesetzt. Die hier gezeigten Daten 
sind MW ± STABW von n = 3 als Duplikat. Die Signifikanzen wurden in Relation zur Lösungs-




EGCG und Genistein zeigten inhibitorische Effekte auf die zelluläre HDAC 1 Aktivität 
in einer dosisabhängigen Beziehung (Abb.45). Das Sojaisoflavon Genistein hemmte 
die Enzymaktivität mit einem IC50-Wert von 97 ± 18 µM. Das Grünteecatechin EGCG 
hemmte die HDAC-Aktivität über 50 % in einer Konzentration von 100 µM. Im 
Gegensatz zeigte Chlorogensäure keine Hemmeffekte auf die zelluläre HDAC- 
Aktivität in HT29 Zellen in Konzentrationen bis 250 µM. 
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4.1.5 Beeinflussung der HDAC 1 Expression nach     
  Inkubation mit den ausgewählten Polyphenolen 







































Abb.46: Western Blot Analyse und repräsentative Western Blots der HDAC 1 Expression in 
HT29 Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit den ausgewählten Polyphenolen in Anwesenheit 
von Katalase (100 U/mL). DMSO; Lösungsmittelkontrolle (0,5% v/v), α-Tubulin; 
Ladungskontrolle. Arbitrary Light Units wurden als Test over Control [%] geblottet, mit der 
Lösungsmittelkontrolle (0,5% v/v DMSO) als 100 % gesetzt. Die gezeigten Daten sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung von vier unabhängigen Experimenten. Die Signifikanzen 
wurden in Relation zur niedrigsten Konzentration berechnet  (Student’s t Test: * = p < 0,05; ** = 
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Der Einfluss von den Testsubstanzen auf den HDAC 1 Proteinstatus in HT29 Zellen 
nach 24-stündiger Inkubation wurde mittels Western Blot Analyse mit dem 
spezifischen polykononalen Antikörper gegen humane HDAC 1 untersucht. Die 
Inkubation mit Chlorogensäure führte zu einem Anstieg des HDAC 1 Proteinstatus in 
Konzentrationen bis 250 µM ohne statistische Relevanz (Abb.46). Im Gegensatz 
dazu führte die Inkubation mit Genistein in Konzentrationen bis 200 µM zu einer 
Reduzierung der HDAC 1 Proteinmenge. Ebenso zeigte EGCG einen hemmenden 
Effekt auf die HDAC 1 Expression. Der HDAC 1 Proteinstatus wurde in 
Konzentrationen ≥ 50 µM signifikant verringert. 
Sowohl EGCG als auch Genistein zeigten einen Hemmeffekt auf die HDAC-Aktivität 
und HDAC 1 Expression. Hingegen zeigte Chlorogensäure keinen Einfluss auf die 
HDAC-Aktivität. Nach Inkubation mit Chlorogensäure wurde ein Anstieg des HDAC 1 
Proteinstatus detektiert, jedoch wurde kein Signifikanzniveau erreicht. 
Da die beiden Polyphenole EGCG und Genistein einen Einfluss auf HDAC zeigten, 
wird im Folgenden eine mögliche Interaktion zwischen HDAC und SUMO nach 
Inkubation mit den Polyphenolen untersucht. HDACs wurden bereits in der Literatur 
als mögliche Zielproteine für SUMO beschrieben [Brandl et al., 2012; Shiio und 
Eisenman, 2003; David et al., 2002; Chiocca und Seiser, 2012]. Eine Interaktion mit 
SUMO könnte dabei möglicherweise die detektierten Effekte auf die HDAC-Aktivität 
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4.1.6 Einfluss der Polyphenole auf die direkte Substrat-  
  Konjugation 
Um eine mögliche Interaktion zwischen SUMO E1 und HDAC 1 nach Inkubation mit 
den Testsubstanzen zu untersuchen, wurde eine (Co-)Immunpräzipitation 
durchgeführt. Bei der Immunpräzipitation wird ein spezifisches Protein aus einem 
Proteingemisch/Zelllysat präzipitiert. Dazu wurden die Zellen ausgesät und für  
24 Stunden mit den ausgewählten Polyphenolen inkubiert. Nach der Zelllyse erfolgte 
die Bindung an den spezifischen Antikörper gegen SUMO E1, welcher wiederum mit 
dem Fc-Teil an Protein-G Sepharose gebunden wird. Protein-G ist über eine 
Sepharose Matrix immobilisiert; dadurch kann das Immunpräzipitat durch 
Zentrifugation der Protein-G Matrix gewonnen und angereichert werden. Wenn 
zudem Interaktionspartner (in diesem Fall HDAC 1) des untersuchten Proteins 
binden, so handelt es sich um eine Co-Immunpräzipitation. Es erfolgte der Nachweis 
mittels Western Blot Analyse mit dem spezifischen Antikörper gegen HDAC 1. In den 
folgenden Schaubildern sind die Ergebnisse der Co-Immunpräzipitation zur 
Interaktion zwischen HDAC 1 und SUMO E1 nach 24-stündiger Inkubation an HT29 
Zellen mit dem jeweiligen Polyphenol zusammengefasst (Abb.48). Neben der 
Lösungsmittelkontrolle (DMSO 0,5%) wurde der Puffer mit Antikörper (P) und das 
Zelllysat ohne Antikörper (Z) mitgeführt. Nach 24-stündiger Inkubation der HT29 
Zellen mit Chlorogensäure, EGCG und Genistein ist ein dosisabhängiger Rückgang 
der Substrat-Konjugation zwischen HDAC 1 und SUMO E1 zu erkennen. Das erste 
Signifikanzniveau nach Inkubation mit Chlorogensäure wird bereits in der niedrigsten 
getesteten Konzentration von 10 µM detektiert (Abb.47a). In Konzentrationen 
 ≥ 100 µM sind die Substrat-Konjugationen signifikant gehemmt im Vergleich zur 
Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5%). Nach Inkubation mit Genistein zeigte sich ab 
einer Konzentration von 10 µM eine signifikante Hemmung der HDAC 1-SUMO E1 
Interaktion (Abb. 47b). Bei der Beurteilung der Aussagekraft der Ergebnisse ist die 
Verminderung der Bandenintensität des IgE in der höchsten getesteten 
Konzentration von 100 µM Genistein im Vergleich zur Lösungsmittekontrolle zu 
berücksichtigen. So kann in diesem Fall keine eindeutige Aussage zur Substrat-
Konjugation getroffen werden. In Konzentrationen ≥ 1 µM von EGCG konnte ein 
signifikanter Rückgang der Interaktion zwischen HDAC 1 und SUMO E1 vergleichend 
mit der Lösungsmittelkontrolle detektiert werden (Abb. 47c). Jedoch  konnte auf 
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Grund der schwächeren Bandenintensität des IgE in der Konzentration von 50 µM im 
Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle keine Aussage zur Interaktion der Zielproteine 
getroffen werden. 












































Abb. 47: Einfluss von a) Chlorogensäure, b) Genistein c) EGCG nach 24-stündiger Inkubation 
auf die Expression von SUMO E1- HDAC 1- Komplexes nach Immunpräzipitation mit SUMO E1 
Antikörper und Western Blot Analyse mittels Antikörper gegen HDAC 1; Mittelwerte ± 
Standardabweichungen  aus 4 unabhängigen Versuchen, Student’s t Test *: t= 0,05; **: t= 0,01; 
***: t= 0,005. d) Repräsentativer Western Blot der Immunopräzipitäte von Chlorogensäure, 
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4.2 Zusammenfassende Diskussion der posttranslationalen 
      Histondeacetylase-Modifikation durch Polyphenole 
Es wurde berichtet, dass Polyphenole chemopräventive und krebstherapeutische 
Eigenschaften aufweisen [Duthie et al., 2000; Yang et al., 2001; Chen et al., 2008]. 
Die positiven gesundheitlichen Eigenschaften der Polyphenole werden auf die 
Beeinflussung der Enzyme, die die Zellzyklusregulation, die Apoptose, 
Metastasierung und Angiogenese regulieren, zurückgeführt. Weiter wurde ein Effekt 
der Polyphenole auf die Genexpression durch posttranslationale Modifikationen wie 
DNA-Methylierung oder Histonacetylierung/- deacetylierung festgestellt [Rajendran et 
al., 2011; Pandey et al., 2010; Nandakumar et al., 2011; Khan et al., 2012]. 
Zunächst wurden in dieser Arbeit zytotoxische Effekte der ausgewählten Polyphenole 
mittels WST-1 Test untersucht. In der Literatur wurden bereits zytotoxische 
Wirkungen von Polyphenolen in dem verwendeten Konzentrationsbereich diskutiert 
[Kern et al., 2005; Yu  et al., 2004; Kim et al., 2005; Qi et al., 2011]. Einige Studien 
zeigten, dass unter Zellkultur-Bedingungen gebildetes Wasserstoffperoxid, welches 
bei einer Reaktion der Polyphenole mit bisher unbekannten Bestandteilen des 
Kulturmediums entsteht, die Zellviabilität beeinflusst [Kern et al., 2007; Bellion et al., 
2009; Long et al., 2000; Suh et al, 2010; Long et al., 2007; Lopez-Lazaro et al., 
2011]. EGCG zeigte ohne Zugabe von Katalase deutlich zytotoxische Effekte [Kern 
et al., 2005; Lopez-Lazaro et al., 2011]. Jedoch mit Zugabe von Katalase 
verringerten sich die zytotoxischen Eigenschaften von EGCG in Konzentrationen bis 
100 µM, so dass ein Zusammenhang zwischen der Bildung von Wasserstoffperoxid 
und der Zytotoxizität vermutet werden kann. Auch Chlorogensäure (72-stündige 
Inkubation) zeigte ohne Anwesenheit von Katalase zytotoxische Eigenschaften mit 
IC50-Werten von 205 ± 53 µM [Kern et al., 2005]. Jedoch konnte in dieser Arbeit 
keine Zytotoxizität an HT29 Zellen nach Inkubation von Chlorogensäure (24 und 48 
Stunden) mit dem Zusatz an Katalase in Konzentrationen bis 250 µM nachgewiesen 
werden. Ebenso zeigte Genistein mit Zusatz von Katalase keine zytotoxischen 
Effekte in Konzentrationen ≤ 200 µM. Im Gegensatz hierzu berichtet Yu et al. von 
einem dosisabhängigen (bis 100 µM) Rückgang der Zellviabilität von HT29 Zellen 
nach 72-stündiger Inkubation mit Genistein ohne Zugabe von Katalase [Yu et 
al.,2004]. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Verwendung von 
Katalase bei Inkubationen mit Polyphenolen in vitro notwendig ist, damit keine 
  Ergebnisse und Diskussion 
 
 108 
Hemmeffekte durch die Bildung von Wasserstoffperoxid entstehen können. Nur 
durch die Zugabe von Katalase (100 U/mL) kann ein inhibitorischer Effekt, auch auf 
den HDAC 1 und SUMO E1 Proteinstatus sowie auf die HDAC-Aktivität 
ausgeschlossen werden. 
Weiter wurde gezeigt, dass EGCG, ein Grüntee Catechin, die HDAC-Aktivität und 
den HDAC 1 Proteinstatus in der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 nach  
24-stündiger Inkubation signifikant hemmt. Grünteepolyphenole wurden bereits in der 
Literatur als Aktivitätsinhibitoren der HDAC (insbesondere der Klasse I HDACs 
HDAC 1 und HDAC 3) beschrieben, weiter sollen sie auch die mRNA Expression von 
HDAC 1 und die Proteinexpression der Klasse I HDACs in Prostatakrebszellen und 
Brustkrebszellen vermindern [Pandey et al., 2010; Thakur et al., 2012; Deb et al., 
2014; Saldanha et al., 2014; Moseley et al., 2013]. Hier zeigte EGCG in 
Konzentrationen von 5- 20 µM eine dosis- und zeitabhängige Wirkung auf die Klasse 
I HDAC Expression [Thakur et al., 2012]. Die Ergebnisse der Literatur stimmen mit 
den Ergebnissen dieser Arbeit überein; EGCG führte in einer Konzentration von  
50 µM zu einem signifikanten Rückgang der HDAC 1 Expression in HT29 Zellen, 
während eine Hemmung der HDAC-Aktivität erst ab einer Konzentration von 100 µM 
EGCG beobachtet werden konnte. Das Soja Isoflavon Genistein hemmte signifikant 
die HDAC-Aktivität; es wurde ein IC50-Wert von 97 ± 18 µM berechnet. Die HDAC 1 
Proteinexpression wurde erst signifikant nach Inkubation in der Konzentration von 
200 µM Genistein vermindert. Hier könnten andere HDAC-Isoformen durch Genistein 
beeinflusst werden und so die Reduktion der HDAC-Aktivität in niedrigen 
Konzentrationen begründet sein, was jedoch in weiterführenden Untersuchungen 
verifiziert werden müsste. Genistein  und andere Isoflavone wurden bereits als HAT 
Aktivatoren und HDAC-Inhibitoren an Ösophagus-, Prostata-, Brust- und 
Nierentumorzelllinie beschrieben [Hong et al., 2004; Fang et al., 2005; Kikuno et al., 
2008; Li et al., 2009; Majid et al., 2009]. Die HDAC-Aktivität wurde von 
Chlorogensäure in Konzentrationen bis 250 µM nur marginal gehemmt. Hingegen 
stieg der HDAC 1 Proteinstatus moderat an, jedoch ohne statische Relevanz. Die 
HDAC-Aktivität von HeLa Kernextrakten wurde durch Chlorogensäure gehemmt 
(IC50-Wert von 375 µM) [Bora-Tatar et al., 2009]. Bisher konnten jedoch in in vitro 
Studien keine Modulation der HDAC-Aktivität durch Chlorogensäure nachgewiesen 
werden. 
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In dieser Arbeit wurde auch die Beeinflussung der SUMO E1 Expression nach 
Inkubation mit diesen Polyphenolen untersucht. Das SUMO-Protein ist eines der am 
besten charakterisierten ubiquitin-ähnlichen Proteine, welches posttranslationale 
Modifikationen beeinflusst [Melchior et al., 2000; Hay et al., 2001; Johnson und 
Gupta, 2001]. Eine SUMOylierung reguliert die Protein-Protein-Interaktion und 
Lokalisation, führt zur Inhibierung der ubiquitin-vermittelten Protein-Degradation und 
führt weiter zur Erhöhung der transkriptionalen Aktivität [Shiio und Eisenman, 2003]. 
Die hier untersuchten Polyphenole zeigten eine Hemmung der SUMO E1 
Expression. Nach 24-stündiger Inkubation mit Chlorogensäure konnte nur ein 
marginaler Rückgang der SUMO E1 Expression detektiert werden. Nach Inkubation 
der HT29 Zellen mit Genistein wurde eine signifikante Hemmung des SUMO E1 
Proteinstatus in Konzentrationen ≥ 100 µM nachgewiesen. Auch EGCG zeigte einen 
signifikanten Rückgang der SUMO E1 Expression in Konzentrationen ≥ 50 µM. In 
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass HDACs als SUMO-
Substratproteine dienen und dies mit transkriptionaler Repression und Apoptose 
zusammenhängt [Brandl et al., 2012; Shiio und Eisenman, 2003; David et al., 2002; 
Chiocca und Seiser, 2012]. Auch in dieser Arbeit wurde die Interaktion mit HDAC 1 
und SUMO E1 mit Hilfe einer Immunpräzipitation untersucht. Dabei zeigte sich bei 
den drei untersuchten Polyphenolen ein Rückgang der Protein-Protein-Interaktion. 
Nach Inkubation mit Genistein und EGCG wurde sowohl ein Rückgang der SUMO E1 
Expression als auch der HDAC 1 Expression gemessen; dies könnte damit auch die 
dosisabhängige Verminderung der HDAC 1- SUMO E1 -Interaktion begründen. 
Chlorogensäure hingegen zeigte einen marginalen Rückgang des SUMO 1 
Proteinstatus, jedoch eine nicht signifikante Zunahme der HDAC 1 Expression. Wie 
auch bei Genistein und EGCG konnte hier ebenso ein signifikanter Rückgang der 
HDAC-SUMO-Interaktion nachgewiesen werden. In einer Studie von David et al. 
wurde berichtet, dass HDAC 1 an Lysin 444 und 476 SUMOyliert vorliegen kann 
[David et al., 2002]. Diese SUMOylierung steht in Konkurrenz zur Ubiquitinylierung, 
welche eine proteasomale Degradation zur Folge hat [Kovacs et al., 2005]. Geht nun 
die SUMOylierung der HDAC 1 zurück, könnte die Ubiquitinylierung des Enzyms 
zunehmen und damit Signalwege verändern, was wiederum die posttranslationale 
Modifikation und die Proteindegeneration beeinflusst [David et al., 2002]. Wenn die 
SUMOylierte HDAC 1 abnimmt, so kann vermehrt Ubiquitin binden. Dies würde dazu 
führen, dass mehr HDAC 1 abgebaut wird, was auch ein Rückgang der HDAC 
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Aktivität zur Folge hätte. Diese Schlussfolgerung geht einher mit den Ergebnissen 
dieser Arbeit. So wurde eine Verminderung der HDAC 1- SUMO E1-Interaktion  nach 
Inkubation mit EGCG und Genistein detektiert und folglich konnte ein Rückgang der 
HDAC-Aktivität nachgewiesen werden. Zur Unterstützung dieser Hypothese sind 
jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig. So könnte eine Untersuchung der 
Ubiquitinylierung der HDAC 1 nach Inkubation mit EGCG und Genistein einen 
weiteren Hinweis geben. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die drei untersuchten Polyphenole 
einen Einfluss auf die SUMO E1 Expression haben. Weiter konnte zum ersten Mal 
gezeigt werden, dass Flavonoide die posttranslationale Modifikation der HDAC 1 
modulieren und somit EGCG und Genistein Einfluss auf die HDAC-Aktivität und auf 
den HDAC 1 Proteinstatus in der intakten Kolonkarzinomzelllinie nehmen. Dies lässt 
vermuten, dass EGCG und Genistein epigenetische Signalwege, welche die 
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5. Wirkmechanismen der Gentoxizität von 
    Methyleugenol und ausgewählter oxidativer 
    Metaboliten 
5.1 Untersuchungen der wachstumshemmenden  
      Eigenschaften von Methyleugenol (ME) und oxidativer  
      ME-Metaboliten 
Um wachstumshemmende Effekte bei den Untersuchungen der Gentoxizität 
ausschließen zu können, wurde zunächst die Beeinflussung des Wachstums von 
HT29 Zellen in Anwesenheit der Testsubstanzen mittels Sulforhodamin B (SRB) Test 
bestimmt. Dabei handelt es sich um einen photometrischen Assay, dessen Prinzip 
auf der Anfärbung des "Lebendproteins" mit dem Xanthenfarbstoff Sulforhodamin B 
beruht.  
Es wurden die Konzentrationen (10 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM und 100 µM) 
untersucht, die in den anschließenden Testungen der Gentoxizität, der Interaktion mit 
Enzymen sowie der Untersuchung der Expression verschiedener Proteine verwendet 
werden sollten. Es wurden drei verschiedene Inkubationsintervalle von 24 Stunden, 
48 Stunden und 72 Stunden gewählt. Zur Durchführung des SRB Tests wurden die 
HT29 Zellen in 24-Loch Mikrotiterplatten ausgestreut, mit den Substanzen für 24, 48 
und 72 Stunden inkubiert und die lebenden Zellen mit Trichloressigsäure fixiert. 
Danach wurden die fixierten Zellen mit SRB Reagenz für eine Stunden gefärbt und 
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Für Methyleugenol zeigten sich im vermessenen Konzentrationsbereich zwischen  
10 µM und 100 µM sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 Stunden und 72 
Stunden keine zellwachstumshemmenden Effekte (Abb.48).  
























Abb.48: Einfluss von Methyleugenol auf die Zellwachstumshemmung von HT29 Zellen (SRB 
Test). Inkubation für 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden (0,5% DMSO, 10% FKS); 
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Auch der Hauptmetabolit 1’-Hydroxymethyleugenol (≤ 100 µM) beeinflusste nicht das 
Zellwachstum im Zeitraum bis 72 Stunden (Abb.49). 
 
























Abb.49: Einfluss von 1'-Hydroxymethyleugenol auf die Zellwachstumshemmung von HT29 
Zellen (SRB Test). Inkubation für 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden (0,5% DMSO, 10% 
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Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte nach 24 Stunden Inkubation keine 
wachstumshemmende Effekte im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (100%). 
Hingegen wurde nach 48-stündiger Inkubation eine signifikante 
Wachstumshemmung in der höchsten getesteten Konzentration von 100 µM erfasst. 
Nach 72-stündiger Inkubation wurde ein signifikanter Rückgang des Zellwachstums 
in Konzentrationen ≥ 75 µM beobachtet (Abb.50). Die Vitalität nach 48- und 72-
stündiger Inkubation mit Methyleugenol-2',3'-epoxid 100 µM betrug etwa 80% im 
Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (100%). 



























Abb.50: Einfluss von Methyleugenol-2',3'-epoxid auf die Zellwachstumshemmung von HT29 
Zellen (SRB Test). Inkubation für 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden (0,5% DMSO, 10% 
FKS); abgebildet sind die Mittelwerte ± Standardabweichung; n ≥ 3 in einer 
Vierfachbestimmung; * signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle (0,5%) (Student's t test: * 
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Der dritte untersuchte oxidative Metabolit, 3’-Oxomethylisoeugenol erwies sich 
ebenfalls als wachstumshemmend auf HT29 Zellen. 3'-Oxomethylisoeugenol zeigte 
bereits nach 48-stündiger Inkubation in der höchsten Konzentration von 100 µM 
signifikante wachstumshemmende Eigenschaften. Nach 72 Stunden Inkubation trat 
dieser Effekt schon ab einer Konzentrationen von 75 µM auf. Nach 72-stündiger 
Inkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol (100 µM) sank die Vitalität der Zellen auf 
etwa 40% im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (100%) ab (Abb.51). Für  
3'-Oxomethylisoeugenol wurde nach 72-stündiger Inkubation ein IC50-Wert von  
100, 4 ± 25,3 µM berechnet. 
 



























Abb.51: Einfluss von 3'-Oxomethylisoeugenol auf die Zellwachstumshemmung von HT29 Zellen 
(SRB Test). Inkubation für 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden (0,5% DMSO, 10% FKS); 
abgebildet sind die Mittelwerte ± Standardabweichung; n ≥ 3 in einer Vierfachbestimmung; * 
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Methyleugenol zeigte im SRB Test keinem der drei gewählten 
Inkubationszeitpunkten (24h, 48h, 72h) im Konzentrationsbereich bis 100 µM 
wachstumshemmende Effekte auf HT29 Zellen. Auch im SRB Test an V79 Zellen 
konnte für Methyleugenol bis 100 µM und den gleichen Inkubationszeiten bis  
72 Stunden keine wachstumshemmenden Eigenschaften nachgewiesen werden 
[Groh et al., 2012]. Ebenso konnte im WST-1 Test, ein Zytotoxizitätstest, keine 
zytotoxischen Effekte für Methyleugenol bis 100 µM sowohl nach einstündiger als 
auch 24-stündiger Inkubation detektiert werden [Groh et al., 2012]. Weitere 
Literaturdaten unterstützen dieses Ergebnis [Burkey et. al., 2000]. In der Studie von 
Burkey et al. wurde mittels LDH-Assay die Zytotoxizität nach 18 bis 20-stündiger 
Inkubation von Methyleugenol an isolierten Hepatozyten der Fischer 344 Ratten und 
B6C3F1 Mäusen untersucht. Methyleugenol bis 3000 µM wies nur einen geringen 
zytotoxischen Effekt auf Hepatozyten der Ratte auf. Auch auf Maushepatozyten hatte 
Methyleugenol in Konzentrationen bis 1000 µM nur geringe Wirkungen im Hinblick 
auf die Viabilität [Burkey et al., 2000]. In der Studie von Cartus et al. wurde im LDH-
Assay nach 24-stündiger Inkubation von primären Rattenhepatozyten erst in 
Konzentrationen ≥ 2000 µM eine zytotoxische Wirkung von Methyleugenol 
festgestellt. Im Resazurin-Test an primären Rattenhepatozyten konnte ein IC50-Wert 
von 307 ± 52 µM berechnet werden [Cartus et al., 2012]. Die zytotoxischen Effekte 
an primären Rattenhepatozyten sind auf deren metabolische Ausstattung 
zurückzuführen, da sie Methyleugenol mit Hilfe von Cytochrom P450 (CYP450) 
Enzymen metabolisieren können. Primäre Zellen haben eine hohe CYP450 Aktivität 
gegenüber V79 Zellen (Lungenfibroblasten des männlichen chinesischen Hamsters), 
die keine CYP-Aktivität besitzen. Auch im Vergleich mit HT29 Zellen zeigen primäre 
Zellen eine höhere Enzymaktivität [Glatt et al., 1990; Doehmer, 2009; Fogh, 1975; 
Bonnery et al., 1974; Lin et al., 1975; Guillouzo, 1998; Forster, 1986; Bourgine et al., 
2012].  
Auch der Hauptmetabolit 1’-Hydroxymethyleugenol erwies sich in Konzentrationen 
bis 100 µM selbst nach der Langzeitinkubation von 72 Stunden als nicht 
wachstumshemmend auf HT29 Zellen. Ebenso verhielt sich der Hauptmetabolit im 
SRB Test an V79 Zellen. Auch hier zeigte er bis 100 µM nach 72 Stunden wie die 
Muttersubstanz keinen Zellwachstumseffekt [Groh et al., 2012]. Auch die Daten des 
WST-1 Tests an V79 Zellen stimmen mit diesen Daten überein; hier wurde sowohl 
nach einstündiger als auch nach 24-stündiger Inkubation kein zytotoxischer Effekt bis 
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zu einer Konzentration von 100 µM nachgewiesen [Groh et al., 2012]. Hingegen 
zeigte sich der Hauptmetabolit in primären Rattenhepatozyten sowohl im LDH-Assay 
als auch im Resazurin-Test nach 24 Stunden als zytotoxisch mit IC50-Werten von  
93 ± 33 µM und 46 ± 14 µM [Cartus et al., 2012]. Die zytotoxischen Effekte des 
Hauptmetaboliten an primären Rattenhepatozyten ist auf die Metabolisierung durch 
Sulfotransferasen zum reaktiven Carbokation, welches an Makromoleküle binden 
kann, zurückzuführen [Jeurissen et al., 2006]. 
Nach 48-stündiger Inkubation mit Methyleugenol-2'-3'-epoxid wurde in der höchsten 
Konzentration (100 µM) ein signifikanter Rückgang des Zellwachstums beobachtet. 
Nach 72-stündiger Inkubation wurde dieser Effekt bereits ab einer Konzentration  
≥ 75 µM erfasst. Im SRB Test an V79 Zellen zeigte auch Methyleugenol-2',3'-epoxid 
nach 72-stündiger Inkubation zellwachstumshemmende Eigenschaften, hier wurde 
ein IC50 Wert von 82 ± 25 µM nach 72-stündiger Inkubation berechnet. Eine mögliche 
Erklärung für die geringer zytotoxischen Effekte des Epoxids an HT29 Zellen im 
Vergleich zu V79 Zellen könnte eine mögliche Entgiftung des Epoxids durch 
Epoxidhydrolasen in HT29 Zellen sein. Ebenso wurde im WST-1 Test an V79 Zellen 
ein signifikanter Rückgang der Zellviabilität sowohl nach einstündiger als auch  
24-stündiger Inkubation in der höchsten Konzentrationen (100 µM) nachgewiesen 
[Groh et al., 2012]. Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte nach 24-stündiger Inkubation 
an primären Rattenhepatozyten eine 50ig-prozentige Reduktion der Zellviabilität  in 
Konzentrationen von 310 µM (Resazurin-Test) [Cartus et al., 2012]. Auf Grund der 
hohen metabolischen Aktivität der primären Zellen, kann es zu einer Entgiftung des 
Epoxids durch Epoxidhydrolasen kommen, was eine mögliche Erklärung für die 
geringere Zytotoxizität in diesem Testsystem im Vergleich zu HT29 Zellen und V79 
Zellen darstellen kann. 
Bei dem dritten untersuchten oxidativen Metabolit 3’-Oxomethylisoeugenol wurde 
nach 48-stündiger Inkubation ebenso in der höchsten Konzentration von 100 µM ein 
signifikanter Rückgang des Zellwachstums festgestellt. Eine signifikante 
Hemmwirkung wurde nach 72-stündiger Inkubation mit 100 µM  
3’-Oxomethylisoeugenol erreicht; hier betrug der Lebendproteinanteil nur mehr etwa 
40% im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (100%); es wurde ein IC50-Wert von  
100 ± 25 µM berechnet. Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen aus dem SRB 
Test und WST-1 Test an V79 Zellen überein, auch hier wurden für  
3'-Oxomethylisoeugenol zellwachstumshemmende und zytotoxische Eigenschaften 
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festgestellt [Groh et al., 2012]. Beim SRB Test an V79 Zellen wurde ein IC50-Wert 
nach 72-stündiger Inkubation für 3’-Oxomethylisoeugenol von 69 ± 4 µM ermittelt. 
Das Ergebnis zeigt, dass V79 Zellen etwas sensitiver auf 3'-Oxomethylisoeugenol 
wirkt. Dies kann zum einen an der Zelllinie liegen oder an der fehlenden 
metabolischen Aktivität der V79 Zellen. V79 Zellen besitzen im Gegensatz zu HT29 
Zellen weder Cytochrom P450 Monooxygenasen noch Sulfotransferasen [Glatt et al., 
1990; Doehmer, 2009; Fogh, 1975]. Dadurch ist keine Metabolisierung und 
Toxifizierung über die in der Literatur beschriebene Sulfotransferase-katalysierte 
Umsetzung zum Carbokation möglich. In primären Rattenhepatozyten zeigte sich  
3'-Oxomethylisoeugenol nach 24-stündiger Inkubation als gering zytotoxisch. Es 
konnte im Resazurin-Test ein IC50-Wert von 328 ± 58 µM berechnet werden [Cartus 
et al., 2012]. In Tab.11 sind die zytotoxischen Wirkungen der Testsubstanzen an 
verschiedenen Zelllinien und Testsystemen gegenübergestellt. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass zwei der untersuchten oxidativen 
Metaboliten im Gegensatz zur Muttersubstanz wachstumshemmend auf HT29 Zellen 
wirken und somit in die Risikobewertung mit einzubeziehen sind. Die beiden 
Metabolite Methyleugenol-2'3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol zeigten in 
Konzentrationen ≥ 100 µM wachstumshemmende Eigenschaften, die in der 
Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit berücksichtigt werden müssten. Da jedoch 
die Inkubationszeitpunkte in dieser Arbeit maximal 24 Stunden betragen, sind die 
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Tab.11: Zytotoxische Wirkung von Methyleugenol und ausgewählten oxidativen Metaboliten  
Substanz Zelllinie Testsystem 
IC50- Wert [µM] Metabol. 
Kompetenz 
Literatur 
24 h 48h 72h 
ME 
V79 SRB -a -a -a -b Groh et al., 2012 
HT29 SRB -a -a -a +c  
pRH LDH ˃ 2000   ++d Cartus et al., 
2012  
pRH Resazurin 307 ± 52   ++d 
1'-OH-ME 
V79 SRB -a ˃ 100 ̴ 100 -b Groh et al., 2012 
HT29 SRB -a -a -a +c  
pRH LDH 93 ± 33   ++d Cartus et al., 
2012  
pRH Resazurin 46 ± 14   ++d 
MEE 
V79 SRB ˃ 100 83 ± 16 82 ± 25 -b Groh et al., 2012  
HT29 SRB -a -a ˃ 100 +  
pRH LDH 1342 ± 453   ++d Cartus et al., 
2012  
pRH Resazurin 310 ± 2,8   ++d 
3'-Oxo-MiE 
V79 SRB ˃ 100 75 ± 9 69 ± 4 -b Groh et al., 2012  
HT29 SRB -a -a 100 ± 25 +c  
pRH LDH 1478 ± 422   ++d Cartus et al., 
2012  
pRH Resazurin 328 ± 58   ++d 
-
a: keine Hemmung bis 100 µM; -b:keine/geringe metabolische Aktivität [Glatt et al, 1990; Doehmer, 2009]; +c: 
metabolisch aktiv [Fogh, 1975]; ++d: starke metabolische Aktivität [Forster, 1986]; pRH = primäre 
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5.2 Untersuchungen zur Gentoxizität 
Zur Bestimmung des gentoxischen Potentials von Methyleugenol und seinen 
oxidativen Metaboliten in HT29 Zellen wurde im Folgenden die 
Einzelzellgelelektrophorese (Comet Assay), die Hinweise auf Gentoxizität gibt, 
durchgeführt. 
Dazu wurden die Zellen für 24 Stunden mit den Testsubstanzen in den 
Konzentrationen 10 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM und 100 µM inkubiert. Während der 
Untersuchung wurde ein Viabilitätstest mittels Trypanblau-Färbung durchgeführt, 
dabei lag die Zellviabilität in allen Versuchen über 80%. Als Referenzsubstanz wurde 
Menadion (20 µM) verwendet. Die Proben wurden zur Sicherstellung einer objektiven 
Auswertung codiert. 
Methyleugenol erzeugte nach der 24-stündigen Inkubation in der höchsten 
Konzentration von 100 µM signifikante DNA-Schäden in HT29 Zellen (Abb.52). Es ist 
ein Dosis-Wirkungsverlauf erkennbar. Die Lösungsmittelkontrolle zeigte eine 
Schweifintensität als Maß für die DNA-Strangbruchrate zwischen 1 - 2%, während 
















































Abb.52: Induktion von DNA-Strangbrüchen durch Methyleugenol (10 µM, 25 µM, 50µM, 75 µM, 
100 µM) nach Inkubation (0,5% DMSO, 10% FKS) von HT29 Zellen; abgebildet sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung; n = 3 in einer Doppelbestimmung; * signifikanter 
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Der Hauptmetabolit 1’-Hydroxymethyleugenol zeigte ein deutlich gentoxisches 
Potential (Abb.53). Hier trat die erste Signifikanz nach 24-stündiger Inkubation 
gegenüber der Lösungsmittelkontrolle in einer Konzentration von 50 µM auf. Es ist 
eine typische Dosis-Wirkungskurve erkennbar. Die gemessene Schweifintensität lag 












































Abb.53: Induktion von DNA-Strangbrüchen durch 1'-Hydroxymethyleugenol (10 µM, 25 µM, 
50µM, 75 µM, 100 µM) nach Inkubation (0,5% DMSO, 10% FKS) von HT29 Zellen; abgebildet 
sind die Mittelwerte ± Standardabweichung; n = 3 in einer Doppelbestimmung; * signifikanter 
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Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte ähnlich wie der Hauptmetabolit  
1’-Hydroxymethyleugenol schon in sehr niedrigen Dosen signifikante DNA-










Abb.54: Induktion von DNA-Strangbrüchen durch Methyleugenol-2',3'-epoxid (10 µM, 25 µM, 
50µM, 75 µM, 100 µM) nach Inkubation (0,5% DMSO, 10% FKS) von HT29 Zellen; abgebildet 
sind die Mittelwerte ± Standardabweichung; n = 3 in einer Doppelbestimmung; * signifikanter 
Unterschied zur DMSO-Kontrolle (0,5%) (Student’s t-Test * = p < 0,05; *** = p < 0,001). 
 
Es konnte nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol-2',3'-epoxid ein Anstieg 
der DNA-strangbrechenden Wirkung bereits ab einer Konzentration ≥ 25 µM 
beobachtet werden. Die strangbrechende Wirkung von Methyleugenol-2',3'-epoxid 
entsprach in der höchsten getesteten Konzentration (100 µM) annähernd dem 
Niveau der Positivkontrolle Menadion (20 µM). Im Zuge der 
Einzelzellgelelektrophorese wurde jedoch nach der Inkubation ein Zellviabilitätstest 
mittels Trypanblau-Färbung durchgeführt. Hierbei lag die gemessene Viabilität der 
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3'-Oxomethylisoeugenol zeigte nach einstündiger Inkubation bis 100 µM keine 
signifikante Zunahme an DNA-Schäden an HT29 Zellen (Abb.56). Erst nach  
24-stündiger Inkubation bildet sich eine klassische Dosis-Wirkungsbeziehung aus.  
3’-Oxomethylisoeugenol induzierte signifikant in Konzentrationen ≥ 25 µM DNA-










































Abb.55: Induktion von DNA-Strangbrüchen durch 3'-Oxomethylisoeugenol (10 µM, 25 µM, 
50µM, 75 µM, 100 µM) nach einstündiger und 24-stündiger Inkubation (0,5% DMSO, 10% FKS) 
von HT29 Zellen; abgebildet sind die Mittelwerte ± Standardabweichung; n = 3 in einer 
Doppelbestimmung; * signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle (0,5%) (Student’s t-Test * = 
p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001). 
 
Methyleugenol, 1'-Hydroxymethyleugenol und Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigten an 
V79 Zellen bereits nach einstündiger Inkubation DNA-strangbrechende Wirkungen 
[Groh et al., 2012]. Die im Gegensatz zu den anderen Testsubstanzen verzögerte 
Wirkung von 3’-Oxomethylisoeugenol (erst nach 24-stündiger Inkubation) wäre durch 
folgende Theorien möglicherweise zu begründen: Zum einen könnte  
3’-Oxomethylisoeugenol zerfallen oder der Metabolit wird weitermetabolisiert zu 
einem DNA-strangbrechenden Produkt. Eine andere These könnte die zeitverzögerte 
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Um dieser Frage nachzugehen, wurde von Frau Vallicotti an V79 Zellen in einer 
Forschungsarbeit Stabilitätsuntersuchungen zu 3’-Oxomethylisoeugenol durchgeführt 
[Vallicotti, Forschungsarbeit 2012 in der AG Junprof. Dr. Esselen; unveröffentlichte 
Daten]. Hierbei wurde das Verhalten von 3’-Oxomethylisoeugenol in Anwesenheit 
von V79  Zellen im Kulturmedium untersucht. Die Zellen wurden für null Stunden, 
eine Stunde und 24 Stunden mit 3'-Oxomethylisoeugenol inkubiert. Anschließend der 
Mediumüberstand abgenommen und mittels HPLC/UV ("high-performance liquid 
chromatography"; Ultraviolett) untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass es zwischen 
der einstündigen und 24-stündigen Inkubation zur vollständigen Umsetzung von  
3’-Oxomethylisoeugenol kommt. Es zeigten sich anhand der UV-Spektren erste 
Hinweise, dass ein weiterer Metabolit 3'-Hydroxymethylisoeugenol gebildet wird. 
Diese Stabilitätsuntersuchung wurde auf Grund der verzögerten Wirkung von  
3'-Oxomethylisoeugenol in der Einzelzellgelelektrophorese an HT29 Zellen 
wiederholt. Auch hier wurden die HT29 Zellen für null Stunden, eine Stunde und  
24 Stunden mit 3'-Oxomethylisoeugenol inkubiert. Auch 3'-Hydroxymethylisoeugenol 
wurde bei der Untersuchung mitgeführt, um die einstündige Stabilität dieser Substanz 
nachzuweisen und als Referenzsubstanz zum gebildeten Intermediat. Es zeigte sich 
ein Signal zur gleichen Retentionszeit bei der 24-stündigen Inkubation mit  
3'-Oxomethylisoeugenol als auch nach null Stunden bzw. einstündiger Inkubation mit 
3'-Hydroxmethylisoeugenol an HT29 Zellen. Auch hier zeigten sich Hinweise anhand 
der UV-Spektren, dass 3’-Hydroxymethylisoeugenol gebildet wird (Abb. 56). Jedoch 
steht eine Quantifizierung mittels Massenspektrometer (MS) noch aus. 
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Abb.56: Chromatogramm mittels HPLC von 3'-Oxomethylisoeugenol und  
3'-Hydroxymethylisoeugenol nach 0h, 1h und 24 h Inkubation an HT29 Zellen; Detektion bei 
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3’-Hydroxymethylisoeugenol zeigte im Comet Assay nach einstündiger Inkubation  
eine DNA-strangbrechende Wirkung (Abb.57). 3'-Oxomethylisoeugenol hingegen 
zeigte erst nach 24-stündiger Inkubation ein DNA-strangbrechendes Potential. Auf 
diese Weise könnte nun erklärt werden, dass von dem 3’-Oxomethylisoeugenol keine 
DNA-strangbrechende Wirkung ausgeht, jedoch von dem gebildeten Metabolit  
3’-Hydroxymethyleuenol. So zeigte 3'-Hydroxymethylisoeugenol nach einstündiger 
Inkubation ähnlich wie 3'-Oxomethylisoeugenol nach 24-stündiger Inkubation ab 
einer Konzentration ≥ 25 µM ein signifikantes DNA-strangbrechendes Potential. So 
könnte eine Alkoholdehydrogenase-katalysierte Reaktion vom Aldehyd zum Alkohol 
in den Zellen stattfinden. HT29 Zellen exprimieren Alkoholdehydrogenasen, was 






































Abb.57: Induktion von DNA-Strangbrüchen durch 3'-Hydroxymethylisoeugenol (10 µM, 25 µM, 
50µM, 75 µM, 100 µM) nach einstündiger Inkubation (0,5% DMSO, 10% FKS) von HT29 Zellen; 
abgebildet sind die Mittelwerte ± Standardabweichung; n = 3 in einer Doppelbestimmung;  
* signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle (0,5%) (Student’s t-Test * = p < 0,05; ** = p < 
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Bei der Muttersubstanz Methyleugenol konnte eine DNA-strangbrechende Wirkung in 
der Einzelzellgelelektrophorese in der höchsten getesteten Konzentration (100 µM) 
nach 24-stündiger Inkubation in HT29 Zellen festgestellt werden. Im Vergleich zur 
Testung an V79 Zellen zeigte sich bei der 24-stündigen Inkubation mit Methyleugenol 
bereits ab einer Konzentration ≥ 50 µM eine signifikante DNA-schädigende Wirkung. 
Dies zeigt, dass V79 Zellen sensitiver auf die Testsubstanz reagieren. Dieser 
Unterschied der Sensitivität zwischen HT29 Zellen und V79 Zellen kann auf eine 
unterschiedliche metabolische Kompetenz, verschiedene DNA-Reparatursysteme 
und verschiedene Transporterausstattung zurückgeführt werden [Glatt et al., 1990; 
Fogh, 1975; Azqueta und Collins, 2013; Karlson et al., 1994] Beim Vergleich von 
zwei Zelllinien sollte auch die Reparaturkinetik der vorliegenden DNA-Schäden 
berücksichtigt werden [Azqueta und Collins, 2013]. So könnte bei einer Inkubation 
von 24 Stunden mit den Testsubstanzen bei HT29 Zellen eine schnellere DNA-
Reparatur möglich sein als bei V79 Zellen, wodurch ein Rückgang der detektierten 
DNA-Strangbruchrate bei HT29 Zellen begründet werden. Weiter könnte die 
unterschiedliche Verdopplungszeit von Bedeutung sein. Die Verdopplungszeit von 
V79 Zellen beträgt etwa 12 Stunden, während sie bei HT29 Zellen zwischen 40-60 
Stunden beträgt [DSMZ; Fogh, 1975]. So könnten HT29 Zellen möglicherweise mehr 
Zeit für Reparaturmechanismen im Vergleich zu V79 Zellen haben. Genauere 
Untersuchungen zur Unterstützung dieser Hypothese sind jedoch notwendig. Auch 
die Überexpression von Drug Efflux Transporter in Krebszelllinien können bei dem 
Vergleich von HT29 Zellen und V79 Zellen eine Rolle spielen [Gottesman et al., 
2002; Jendzelovsky et al., 2009; Karlson et al., 1994]. Eine besondere Rolle spielen 
hier die ABC ("ATP binding cassette")-Transporter, welche die ATP-Hydrolyse 
nutzen, um eine Vielzahl an verschiedenen Substraten gegen einen 
Konzentrationsgradienten aus der Zelle transportieren und so die Konzentration der 
Substanzen in der Zelle reduzieren. Im Menschen sind drei Subfamilien bekannt, die 
mit der direkten "Multidrug"-Resistenz (MDR) verbunden sind [Sarkadi et al., 2004]. 
Darunter zählen die B-Subfamilie (ABCG1, P-Glycoprotein), die G-Subfamilie 
(ABCG2, BCRP) und die C-Subfamilie (ABCC1, MRPs) [Bodo et al., 2003; Fojo et 
al., 2003]. Es wurde berichtet, dass Substanzen, die ABC Transporter aktivieren, 
auch Cytochrom P450 Enzyme induzieren [Lum und Gosland, 1995; Jendzelovsky et 
al., 2009]. Ein Zusammenspiel von dem Efflux-System und den metabolischen 
Enzymen bilden eine effektive Methode der Substanz-Eliminierung aus Zellen.  
  Ergebnisse und Diskussion 
 
 129 
V79 Zellen sind bekannt für die fehlende CYP450 Aktivität. Die Anwesenheit von 
CYP450 Enzymen und die Überexpression von ABC-Transporter in HT29 Zellen 
sprechen für eine schnellere Eliminierung der Testsubstanzen aus den HT29 Zellen 
als aus V79 Zellen, so dass dies auch eine vermutete Begründung für die niedrigere 
DNA-Strangbruchrate der Testsubstanzen in HT29 Zellen darstellen kann 
[Gottesman et al., 2002; Jendzelovsky et al., 2009; Karlson et al., 1994; Fogh, 1975; 
Glatt et al., 1990; Doehmer, 2009]. 
Auch eine Studie von Burkey et al. steht mit den Ergebnissen dieser Arbeit im 
Einklang. Burkey et al. konnte in seiner Untersuchung ein gentoxisches Potential im 
UDS-Assay an Rattenhepatozyten mit metabolischer Aktivierung im 
Konzentrationsbereich zwischen 10 µM und 500 µM nachweisen [Burkey et al., 
2000]. Untersuchungen von Frau Rudakovski [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der 
AG Junprof. Dr. Esselen] zur Mikrokerninduktion zeigten keine Erhöhung der 
Mikrokernrate durch Methyleugenol (Konzentration ≤ 100 µM) nach 24-stündiger 
Inkubation in HT29 Zellen. Auch  Untersuchungen an V79 Zellen zeigten keine 
Mikrokerninduktion durch Methyleugenol (≤ 100 µM) [Groh et al., 2012]. Die 
Aussagen zur in vitro Gentoxizität von Methyleugenol sind je nach Testsystem sehr 
unterschiedlich. In der Studie von Burkey et al. wurden Rattenhepatozyten als 
Testsystem verwandt; diese Zellen sind metabolisch sehr aktiv und können 
Methyleugenol metabolisieren. So würde Methyleugenol mittels CYP450 Enzyme 
zum 1'-Hydroxymethyleugenol umgewandelt werden, welches mit Hilfe von 
Sulfotransferasen zum ultimalen Kanzerogen (Carbokation) weiter metabolisiert wird 
[Jeurissen et al., 2006]. HT29 Zellen exprimieren auch CYP450 Enzyme, 
insbesondere die Isoformen 1A2 und 2C19, welche zur Metabolisierung von 
Methyleugenol vorrangig ist [Bourgine et al., 2012; Lim et al., 2013; Jeurissen et al., 
2006]. Durch die metabolische Kompetenz der HT29 Zellen kann auch in diesem 
Testsystem Methyleugenol weiter zum aktiven Metaboliten 1'-Hydroxymethyleugenol 
umgewandelt werden, was die beobachtete DNA-strangbrechende Wirkung 
begründen würde. Jedoch wurde keine Erhöhung der Mikrokernrate durch 
Methyleugenol detektiert; dies deutet daraufhin, dass andere Wirkmechanismen zur 
DNA-strangbrechenden Wirkung von Methyleugenol beitragen.  
1’-Hydroxymethyleugenol zeigte im Vergleich zur Muttersubstanz ein deutlicheres 
gentoxisches Potential. Es ist ein deutlicher Dosis-Wirkungsverlauf zu erkennen und 
bereits ab einer Konzentration von 50 µM traten nach 24-stündiger Inkubation erste 
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Signifikanzen auf. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Ergebnissen an V79 
Zellen. Auch hier zeigte sich ein deutlich gentoxisches Potential von dem 1'-Hydroxy-
Metabolit mit einen DNA-strangbrechenden Potential in Konzentrationen ≥ 25 µM 
[Groh et al., 2012]. 
In der Literatur wird beschrieben, dass das gentoxische Potential hauptsächlich von  
1’-Hydroxymethyleugenol ausgeht. Jeurissen et al. stellte in ihrer Arbeit die 
Bioaktivierung von Methyleugenol dar. Methyleugenol wird demnach über CYP 450 
Enzyme zu 1’-Hydroxymethyleugenol metabolisiert, welches über eine 
Sulfotransferase-katalysierte Umsetzung zum Carbokation reagiert; dieses 
Carbokation kann mit der DNA interagieren und DNA-Addukte bilden [Jeurissen et 
al., 2006]. Das in der Arbeit von Groh et al. verwendete Zellsystem (V79 Zellen) 
besitzt keine Sulfotransferase-Aktivität [Glatt, 1993]. Damit stellt sich die Frage, ob 
die Sulfotransferase das einzige Enzym zur Toxifizierung von den Phase-I-
Metaboliten darstellt. Auch die nicht stärkere DNA-strangbrechende Wirkung an 
HT29 Zellen im Vergleich zu V79 Zellen gibt einen Hinweise darauf, dass dieser 
Metabolisierungsweg über die Sulfotransferase-katalysierte Umsetzung zum 
Carbokation eher nicht bedeutend für die DNA-strangbrechende Wirkung der 
Substanz ist. Vermutlich kommen weitere Mechanismen zur Toxifizierung der 
Substanz zum Tragen. Jedoch scheint die Aktivierung über die Sulfotransferase-
katalysierte Umsetzung bei einem weiteren gentoxischen Endpunkt 
(Mikrokerninduktion) eine Rolle zu spielen. In der Arbeit von Frau Rudakovski wurde 
im Gegensatz zur Muttersubstanz eine signifikante Erhöhung der Mikrokernrate an 
HT29 Zellen in allen getesteten Konzentrationen bis 100 µM detektiert, jedoch war 
keine Konzentrationsabhängigkeit festzustellen [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in 
der AG Junprof. Dr. Esselen]. Hingegen trat in der Untersuchung von Frau Kajzar an 
V79 Zellen ähnlich der Muttersubstanz keine Bildung von Mikrokernen nach 
Inkubation mit 1’-Hydroxymethyleugenol auf [Groh et al., 2012]. Diese Daten deuten 
an, dass weitere Mechanismen für die DNA-strangbrechenden Effekte verantwortlich 
sind. Es bedarf nun weiterer Untersuchungen zur Klärung des Mechanismus der 
Toxifizierung. 
Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte ein deutlich stärkeres DNA-schädigendes Potential 
als die Muttersubstanz. Diese Ergebnisse werden auch durch die Studie an V79 
Zellen bestätigt. Auch hier besitzt Methyleugenol-2',3'-epoxid ein deutlich 
gentoxisches Potential [Groh et al., 2012]. Dem stabilen Epoxid wird auch in der 
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Literatur ein gentoxisches Potential zugeschrieben [Gardner et al., 1996; NTP, 2000]. 
Auch in der Untersuchung zur Mikrokerninduktion an HT29 Zellen wurde eine 
signifikante Wirkung in einer Konzentration von 100 µM beobachtet [Rudakovski, 
Diplomarbeit 2013  in der AG Junprof. Dr. Esselen]. Ebenso wurde in der Studie von 
Frau Kajzar eine signifikante Zunahme an Mikrokernen nach einstündiger Inkubation 
in der höchsten Konzentration von 100 µM an V79 Zellen nachgewiesen [Groh et al., 
2012]. Sowohl die Mikrokerninduktion als auch die DNA-strangbrechende Wirkung 
von Methyleugenol-2',3'-epoxid tragen möglicherweise zur gezeigten 
Wachstumshemmung nach 72-stündiger Inkubation von V79 Zellen oder HT29 Zellen 
bei  [Groh et al., 2012]. In wie weit es sich möglicherweise um die Induktion 
apoptotischer Prozesse handelt, muss in weiterführenden Arbeiten verifiziert werden 
(siehe Diskussion Kap. 5.6). 
Anders stellte sich die Wirkung des 3’-Oxomethylisoeugenols dar. Nach einstündiger 
Inkubation wurde keine DNA-schädigende Wirkung beobachtet; allerdings wurde 
nach 24 Stunden Inkubation eine konzentrationsabhängige DNA-strangbrechende 
Wirkung festgestellt. In der Stabilitätsuntersuchung von Vallicotti an V79 Zellen 
mittels HPLC/UV gab es Hinweise darauf, dass nach 24-stündiger Inkubation  
3’-Oxomethylisoeugenol  zu 3’-Hydroxymethylisoeugenol weitermetabolisiert werden 
könnte [Vallicotti, Forschungsarbeit 2012 in der AG Junprof. Dr. Esselen; 
unveröffentlichte Daten]. So konnte eine weitere Untersuchung an HT29 Zellen auf 
die Stabilität des 3'-Oxomethylisoeugenols das Ergebnis von Frau Vallicotti 
bestätigen. Hier zeigte sich ein Signal zur gleichen Retentionszeit bei der  
24-stündigen Inkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol als auch nach null Stunden 
bzw. einstündiger Inkubation mit 3'-Hydroxmethylisoeugenol an HT29 Zellen. Weiter 
ergaben sich Hinweise anhand der UV-Spektren, dass 3’-Hydroxymethylisoeugenol 
gebildet wird. Jedoch steht eine Quantifizierung mittels Massenspektrometer (MS) 
noch aus. Basierend auf diesen Daten könnten die Ergebnisse der 
Gentoxizitätsuntersuchungen durch folgende Hypothese begründet werden. So 
scheint nicht 3'-Oxomethylisoeugenol selbst kein DNA-strangbrechendes Potential 
aufzuweisen, da nach einstündiger Inkubation keine DNA-Strangbrüche detektiert 
werden konnten. Jedoch zeigte der Metabolit 3'-Hydroxymethylisoeugenol DNA-
strangbrechende Wirkung. 
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Diese Ergebnisse zum DNA-strangbrechenden Potential von  
3’-Oxomethylisoeugenol stehen im Einklang mit den Daten zur Mikrokerninduktion. 
Nach einstündiger Inkubation von V79 Zellen mit 3’-Oxomethylisoeugenol (≤ 100 µM) 
wurde keine signifikante Erhöhung der Mikrokernrate festgestellt, wohingegen nach 
24-stündiger Inkubation es zu einer signifikanten Zunahme von Mikrokernen in 
Konzentrationen ≥ 50 µM kam [Groh et al., 2012]. Auch in HT29 Zellen zeigte sich 
nach 24-stündiger Inkubation eine konzentrationsabhängige Mikrokerninduktion in 
Konzentrationen ≥ 10 µM 3'-Oxomethylisoeugenol [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in 
der AG Junprof. Dr. Esselen]. Zusammenfassend induzieren Methyleugenol-2',3'-
epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol Mikrokerne in vitro. Zur Aufklärung des 
Wirkmechanismus der Mikrokernbildung durch die oxidativen Metabolite wurde die 
CREST-Färbung durchgeführt. Hierbei zeigte sich der aneugene Ursprung 
chromosomaler Schäden in V79 Zellen. Daraus lässt sich ableiten, dass diese 
Metaboliten mit den Mikrotubulis des Spindelapparates reagieren können und somit 
eine Störung der Chromosomenverteilung hervorrufen [Rudakovski, Diplomarbeit 
2013 in der AG Junprof. Dr. Esselen]. Sowohl die DNA-strangbrechende Wirkung als 
auch die Mikrokerninduktion von 3'-Oxomethylisoeugenol tragen möglicherweise zur 
gezeigten Wachstumshemmung nach 72-stündiger Inkubation von V79 Zellen oder 
HT29 Zellen bei [Groh et al., 2012]. Ob es sich möglicherweise um die Induktion 
apoptotischer Prozesse handelt, muss in weiterführenden Arbeiten verifiziert werden 
(siehe Diskussion Kap. 5.6). 
 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Einzelzellgelelektrophorese, dass 
Methyleugenol und die ausgewählten oxidativen Metaboliten eine DNA-
strangbrechende Wirkung aufweisen und die Literaturdaten bestätigen. Des Weiteren 
wurde nachgewiesen, dass das DNA-strangbrechende Potential der Metaboliten das 
Potential der Muttersubstanz übersteigt. Zudem wurde die Bildung weiterer 
Intermediate, die ebenfalls DNA-Schäden generieren können, in der Zellkultur 
beobachtet, wie am Beispiel von 3’-Oxomethylisoeugenol gezeigt werden konnte. 
Diese Metaboliten müssen jedoch noch weiter untersucht werden. Weiter ist der 
genaue Wirkmechanismus der Gentoxizität noch unklar, da nicht alle Metabolite und 
die Muttersubstanz mikrokerninduzierendes Potential aufweisen. Einen Hinweis auf 
den Wirkmechanismus der Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3'-Oxomethylisoeugenol gab der aneugene Ursprung der Mikrokerninduktion. Dies 
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deutet daraufhin, dass die Testsubstanzen mit den Proteinstrukturen des 
Spindelapparates wechselwirken und so die Chromosomenverteilung stören 
[Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG Junprof. Dr. Esselen].  
Insgesamt weisen die erzielten Ergebnisse darauf hin, dass Untersuchungen zum 
gentoxischen Potential oxidativer Metaboliten und nicht nur der 1’-Hydroxy-Metabolit 
in der Risikobewertung von Methyleugenol berücksichtigt werden sollten. Ob dies 
auch für weitere Substanzen der Klasse der Alkenylbenzene gilt, sollte in 
weiterführenden Studien verifiziert werden. 
Zur weiteren Untersuchung der Wikmechanismen der Gentoxizität von 
Methyleugenol und den Metaboliten und zur Eingrenzung der zellulären Zielenzyme 
wurde die Zellzyklusverteilung von HT29 Zellen betrachtet. Nach Inkubation mit  
1'-Hydroxmethyleugenol und Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte sich eine signifikante 
Arretierung in der G2/M-Phase des Zellzyklus in der höchsten getesteten 
Konzentration von 100 µM. Die Inkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol an HT29 
Zellen führte bereits in Konzentrationen ≥ 50 µM zu einem G2/M-Arrest [Rudakovski, 
Diplomarbeit 2013 in der AG Junprof. Dr. Esselen]. Zellen, die in der G2/M-Phase 
nach der Inkubation mit der Testsubstanz arretiert werden, werden kurz vor der 
Mitose angehalten. Dies könnte ein mögliches Anzeichen für einen genetischen 
Defekt (DNA Schädigung) oder/und eine Interaktion der Testsubstanz mit anderen 
Bestandteilen der Zelle darstellen. Eine mögliche Ursache für den  G2/M-Arrest 
könnte die Wechselwirkung mit den Proteinstrukturen des Spindelapparates, welche 
in der Immunofluoreszenzfärbung der Zellkerne als aneugener Effekt deutlich 
werden, zeigen. Hierdurch wird die richtige Ausbildung des Spindelapparates, die 
korrekte Chromosomenverteilung und letztlich auch die Zellteilung behindert. Für die 
Metaboliten Methyleugenol-2',3-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol konnte ein 
aneugener Mechanismus der Mikrokernbildung detektiert werden.  
In einer Untersuchung von Yafune et al. an Rattenleber wurde eine Störung der 
Zellzyklusregulation nach Behandlung mit Methyleugenol gezeigt, welche sich in 
einem M-Phase-Arrest äußerte. Weiter wurde in dieser Studie der Einfluss von 
Methyleugenol auf die Genexpression verschiedener Zellzylkusproteine wie Cdc2, 
Aurora Kinase B, pHiston H3 und HP1α untersucht, welche typische Proteine der 
G2/M-Phase darstellen [Yafune et al., 2013]. Auch diese Ergebnisse geben Hinweise 
darauf, dass es sich bei der Gentoxizität von Methyleugenolmetaboliten nicht nur um 
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die direkte DNA-Schädigung, sondern auch um den Eingriff in andere Zellprozesse 
handeln  kann. 
So können auch andere Zielenzyme der DNA-Replikation, wie Histondeacetylasen 
(HDAC) und Topoisomerasen, bei dem Mechanismus der DNA-Schädigung eine 
Rolle spielen. Daher werden diese Zielenzyme im Folgenden zur Untersuchung der 
Wirkmechanismen der Gentoxizität von Methyleugenol und den oxidativen 
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5.3 Untersuchung zur Beeinflussung der  
      Histondeacetylaseaktivität und -expression 
Lebensmittelinhaltsstoffe, die in epigenetische Regulationsprozesse eingreifen, 
rücken zur Zeit in den Vordergrund des wissenschaftlichen Interesses. Vor allem 
sekundäre Pflanzenstoffe werden als solche charakterisiert; sekundäre 
Pflanzeninhaltsstoffe induzieren Veränderungen des Chromatins 
(Histonmodifikationen) [Link et al., 2010]. Insgesamt liefert das Forschungsfeld neue 
Ansätze für das Verständnis der Regulation von Erkrankungsprozessen. So wird im 
Verlauf der Kanzerogenese eine Vielzahl an Genen in ihrer Aktivität moduliert. 
Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass gerade hierbei epigenetische 
Veränderungen eine erhebliche Rolle spielen. Posttranslationale 
Histonmodifikationen durch Lebensmittelinhaltsstoffe werden als neue Biomarker für 
ein chemoprotektives Potential diskutiert. Einer der wichtigsten posttranslationalen 
epigenetischen Regulationen der Genexpression ist die Acetylierung und 
Deacetylierung von Histonen [Marks et al., 2004]. Hierbei spielen zwei Enzyme eine 
wichtige Rolle, die Histonacetyltransferasen (HAT) und die Histondeacetylasen 
(HDAC). HDACs sind zinkgebundene Metalloproteine, welche die Eliminierung von 
Acetylgruppen an Histonenden katalysieren. Eine Deacetylierung der Histone führt zu 
einer engeren Bindung der DNA an den Histonkern und letztlich zu einer 
Chromatinkondensation und zur Unterdrückung der Transkription. HDACs sind in 
verschiedene zelluläre Ereignisse beteiligt wie Transkription, Zellzyklusverlauf, 
Gensilencing, Zelldiffenzierung, DNA-Replikation und DNA-Reparatur [Marks et al., 
2004; Dokmanovic und Marks, 2005].  
Neben der Diskussion über mögliche chemopräventive Wirkungen der 
Lebensmittelinhaltsstoffe im Hinblick auf posttranslationale Histonmodifikationen, gibt 
es jedoch viele kontroverse Stimmen, die solche Modifikationen mit einer Störung der 
DNA-Integrität verbinden. Daher werden hier noch viele Studien zum 
mechanistischen Verständnis notwendig sein. Viele bekannte HDAC-Hemmstoffe 
z.B. EGCG induzieren DNA-Strangbrüche [Rajendran et al., 2011].  
Im Folgenden soll die Frage geklärt werden, ob Methyleugenol und die ausgewählten 
oxidativen Metaboliten einen Einfluss auf die HDAC-Aktivität und/oder Expression 
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haben und ob die HDAC-Beeinflussung einen Beitrag zum DNA-strangbrechenden 
Potential der Testsubstanzen leistet.  
Die HT29 Zellen wurden hierzu für 24 Stunden mit den Testsubstanzen inkubiert und 
die Enzymaktivtät wurde mit einem HDAC zellbasierten Aktivitätsassay-Kit 
untersucht. Als Substrat für die HDAC diente BOC-Nε-acetyl-L-lysin-7-amino-4-
methylcoumarin. Rekombinante HDAC wurde als Positivkontrolle mitgeführt. Als 
HDAC-Inhibitor wurde Trichostatin A (TA) verwendet, welcher eine 80%ige 
Inhibierung der HDAC-Aktivität in einer Konzentration von 2 µM zeigte (Abb.63). 
Methyleugenol und der Hauptmetabolit 1'-Hydroxymethyleugenol zeigten keinen 
Effekt auf die HDAC-Aktivität bis zu einer Konzentration von 100 µM. Jedoch zeigten 
die Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol eine 
konzentrationsabhängige Hemmung der HDAC-Aktivität, die sich ab einer 
Konzentration von 50 µM als statistisch signifikant erwies (Abb.58). Für 
Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol wurden IC50-Werte von 38 ± 












Abb.58: Hemmung der HDAC-Aktivität in HT29 Zellen nach einer 24-stündigen Inkubation mit 
Methyleugenol und Methyleugenolmetaboliten. Rekombinate HDAC wurde als Positivkontrolle 
verwendet und Trichostatin A (TA) als spezifischer HDAC-Inhibitor. Abgebildet sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung; n = 3 in einer Doppelbestimmung; * signifikanter 
Unterschied zur DMSO-Kontrolle (0,5%) (Student’s t-Test  ** = p < 0,01). 
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Im weiteren Verlauf sollte untersucht werden, ob die Beeinflussung der HDAC-
Aktivität mit einer Änderung des Proteinstatus verschiedener HDAC der Klassen I 
und II  (HDAC 2, 3, 4, 5 und 6) einhergeht; dies wurde mittels Western Blot Analyse 
untersucht. 
Hierzu wurden HT29 Zellen mit Methyleugenol und den ausgewählten Metaboliten für 
24 Stunden inkubiert. Nach der Lyse der Zellen und der Aufarbeitung wurde der 
Proteingehalt mittels Bradford-Assay bestimmt. Anschließend wurden die Proteine 
der Größe nach elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran 
geblottet. Abschließend erfolgt die Markierung mit den spezifischen Antikörpern 
gegen HDAC 1, 2, 3, 4, 5 und 6, die Detektion mittels Lumi-Imager und die 
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Methyleugenol und 1'-Hydroxymethyleugenol zeigten keine Effekt auf die Expression 
von HDAC 1. Ebenso zeigten die Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid und  











Abb.59: (A) Proteinstatus von HDAC 1 nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und 3'-
Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Um auszuschließen, dass ein Effekt auf die Expression von weiteren HDAC Klassen 
durch Methyleugenol und die Metabolite erfolgt, wurde mittels Western Blot Analyse 
HDAC 2, 3, 4, 5 und 6 untersucht. Auch hier zeigte sich keine Änderung des 
Proteinstatus nach Inkubation mit Methyleugenol oder einem der ausgewählten 
Metabolite (Abb.60 bis Abb.64). Auch Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3‘-Oxomethylisoeugenol zeigten keine Effekte auf die Expression von HDAC, obwohl 























































Abb.60: (A) Proteinstatus von HDAC 2 nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und  
3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
 
 




































Abb.61: (A) Proteinstatus von HDAC 3 nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und  
3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 









































Abb.62: (A) Proteinstatus von HDAC 4 nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und  
3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
 





































Abb.63: (A) Proteinstatus von HDAC 5 nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und  
3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 






































Abb.64: (A) Proteinstatus von HDAC 6 nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und  
3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Die zelluläre HDAC-Aktivität durch eine direkte Inhibition des HDAC-Enzyms und 
durch Änderung des HDAC Proteinstatus beeinflusst werden. Da auf 
Expressionsebene der HDAC-Isoenzyme 1,2,3,4,5,6 keine Änderungen sichtbar 
wurden, deutet dies darauf hin, dass es sich bei den beobachteten Effekten auf die 
HDAC-Aktivität um eine direkte Interaktion mit dem Enzym handelt, was in einem 
zellfreien Enzymassay verifiziert werden müsste. Aber auch andere HDAC-Isoformen 
können bei der Inhibition der HDAC-Aktivität eine Rolle spielen; dies müsste jedoch 
in weiteren Untersuchungen geklärt werden.  
Die Beeinflussung der HDAC-Aktivität kann einen möglichen Mechanismus für die 
DNA-strangbrechenden Eigenschaften der Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid 
und 3'-Oxomethylisoeugenol darstellen. Jedoch konnte für Methyleugenol und  
1'-Hydroxymethyleugenol keine Beeinflussung der HDAC-Aktivität und Expression 
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass auch andere Wirkmechanismen 
für die DNA-strangbrechende Wirkung dieser Substanzen in Frage kommen. 
HDAC Inhibition und genomische Instabilität hängen mit verschiedenen 
Mechanismen zusammen. Dieser Effekt kann auch mit zytotoxischen Eigenschaften 
dieser Metabolite im Einklang stehen. So zeigten in vorangegangen Studien auch nur 
die beiden Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3‘-Oxomethylisoeugenol 
signifikante wachstumshemmende Eigenschaften an HT29 Zellen [Groh et al., 2013]. 
Dieser Effekt konnte auch an V79 Zellen bestätigt werden [Groh et al., 2012]. Auch 
kann eine erniedrigte HDAC-Aktivität mit einem G2/M-Arrest des Zellzyklus 
zusammenhängen [Saldanha et al., 2014]. HT29 Zellen zeigten nach Inkubation mit 
Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol eine signifikante Arretierung 
in der G2/M-Phase des Zellzyklus [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG Junprof. 
Dr. Esselen]. HDAC sind auch in der Lage mit Proteinen des Zytoskeletts zu 
interagieren. So ist auch bekannt, dass eine erhöhte Acetylierung des Tubulins, 
welches einen großen Bestandteil des Zytoskeletts ausmacht, mit einer niedrigen 
Enzymaktivität der HDAC zusammenhängt [Spange et al., 2009; Lee et al., 2011]. In 
einer Arbeit von Rudakovski konnte nachgewiesen werden, dass die beobachtete 
Mikrokerninduktion nach Inkubation mit Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3'-Oxomethylisoeugenol aneugenen Ursprungs ist. Dies deutet darauf hin, dass 
diese Metaboliten an einer Störung des mitotischen Spindelapparats beteiligt sein 
können [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG Junprof. Dr. Esselen]. Weiter 
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können HDAC-Hemmstoffe die DNA für exogene gentoxische Schäden sensitiveren 
und die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) induzieren. Ebenso 
können HDAC-Hemmstoffe Chromosomenveränderungen hervorrufen [Eot-Houllier 
et al., 2009]. Einige Lebensmittelinhaltsstoffe wie beispielsweise Resveratol wurden 
als HDAC-Inhibitoren mit DNA-strangbrechenden Eigenschaften charakterisiert 
[Rajendran et al., 2011].  
Zusammenfassend zeigten weder Methyleugenol noch die ausgewählten oxidativen 
Metabolite einen Effekt auf den Proteinstatus der HDAC-Isomere 1, 2, 3, 4, 5 und 6. 
Allerdings zeigten die Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3'-Oxomethylisoeugenol eine Hemmung der HDAC-Aktivität in Konzentrationen  
≥ 50 µM, was einen möglichen Wirkmechanismus für die DNA-strangbrechenden 
Eigenschaften der Metabolite darstellt. Jedoch wurde für die Muttersubstanz und den 
1'-Hydroxy-Metabolit keine Beeinflussung der HDAC-Aktivität nachgewiesen. So 
können auch andere Mechanismen für die DNA-strangbrechende Wirkung der 
Testsubstanzen eine Rolle spielen. Weitere zelluläre Zielenzyme, welche im 
Folgenden untersucht wurden und auch eine wichtige Rolle bei der DNA-Integrität 










  Ergebnisse und Diskussion 
 
 147 
5.4 Untersuchung der Beeinflussung von Topoisomerasen 
In dieser Arbeit wurde die Beeinflussung humaner Topoisomerasen I und II  durch 
Methyleugenol und drei ausgewählte oxidative Metabolite 1'-Hydroxymethyleugenol, 
Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol untersucht sowie damit 
zusammenhängend, die aus dem potentiellen Wirkmechanismus ergebende 
mögliche Konsequenz für die DNA-Integrität. 
5.4.1 Einfluss von Methyleugenol und den oxidativen 
 Metaboliten auf die katalytische Aktivität der 
 Topoisomerase I 
Die Beeinflussung der katalytischen Aktivität der Topoisomerase I durch 
Methyleugenol und die oxidativen Metaboliten wurde mittels Plasmid-
Relaxationsassay untersucht. Die Topoisomerase I überführt das Substrat  
superspiralisierte Plasmid-DNA (pUC18) in die relaxierte Form. Die beiden DNA-
Formen können mittels Agarosegelelektrophorese voneinander getrennt werden, 
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Im Vergleich zwischen Spalte 1 und Spalte 2 ist festzustellen, dass durch Zugabe 
von Topoisomerase I die superspiralisierte pUC18 in die relaxierte Form überführt 
wird und im Agarosegel die deutliche Auftrennung der beiden DNA-Formen sichtbar 
wird. Als Positivkontrolle wurde Camptothecin in einer Konzentration von 100 µM 
eingesetzt (Spalte 9). Die Lösungsmittelkontrolle DMSO (3,3%) (Spalte 8) zeigt 
keinen Effekt auf die katalytische Aktivität der Topoisomerase I im Vergleich zur 
Testung ohne DMSO (Spalte 2). 
Methyleugenol und der Hauptmetabolit 1'-Hydroxymethyleugenol zeigten keinen 
Einfluss auf die katalytische Aktivität der Topoisomerase I in Konzentrationen bis  
200 µM (Abb.65). 
 
                        
                        
 
Abb.65: Modulation der katalytischen Aktivität der Topoisomerase I durch Methyleugenol (ME) 
und 1'-Hydroxymethyleugenol (1'-OHME) (Spalte 3-7) untersucht im Relaxationsassay.  
Spalte 1: superspiralisierte pUC18; Spalte 2: pUC18 und Topoisomerase I; Spalte 8: 
Lösungsmittelkontrolle DMSO 3,3%; Spalte 9: Positivkontrolle Camptothecin 100 µM. 
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Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigt einen Hemmeffekt auf die katalytische Aktivität der 
Topoisomerase I in der höchsten getesteten Konzentration von 200 µM (Abb.66). 
Methyleugenol-2',3'-epoxid in einer Konzentration von 200 µM ist sehr hoch für eine 
Hemmung der Enzymaktivität im isolierten System. Wahrscheinlich wird diese 
Konzentration auf zellulärer Ebene keine Relevanz haben, da in diesem 
Konzentrationsbereich schon zytotoxische Effekte zum Tragen kommen würden 
[Groh et al., 2012]. 
 
                          
Abb.66: Modulation der katalytischen Aktivität der Topoisomerase I durch Methyleugenol-2',3'-
epoxid (MEE) (Spalte 3-7) untersucht im Relaxationsassay. Spalte 1: superspiralisierte pUC18; 
Spalte 2: pUC18 und Topoisomerase I; Spalte 8: Lösungsmittelkontrolle DMSO 3,3%; Spalte 9: 
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3‘-Oxomethylisoeugenol zeigt eine dosisabhängige Hemmwirkung auf die Aktivität 
der Topoisomerase I (Abb.67). Bereits bei einer Konzentration von 0,1 µM  
3'-Oxomethylisoeugenol ist eine Hemmwirkung auf die Enzymaktivität festzustellen. 
In Konzentrationen von 10 µM und 100 µM entspricht die Hemmwirkung der der 
Positivkontrolle CPT. 
 
                        
Abb.67: Modulation der katalytischen Aktivität der Topoisomerase I durch  
3'-Oxomethylisoeugenol (3'-OXOMIE) (Spalte 3-8) untersucht im Relaxationsassay. Spalte 1: 
superspiralisierte pUC18; Spalte 2: pUC18 und Topoisomerase I; Spalte 9: 
Lösungsmittelkontrolle DMSO 3,3%; Spalte 10: Positivkontrolle Camptothecin 100 µM. 
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Methyleugenol und 1'-Hydroxymethyleugenol zeigen keinen Effekt auf die 
katalytische Aktivität der Topoisomerase I in Konzentrationen bis 200 µM. Hingegen 
zeigt Methyleugenol-2',3'-epoxid in der höchsten getesteten Konzentration von  
200 µM einen deutlichen Hemmeffekt auf die Enzymaktivität. Diese Konzentration 
von 200 µM Methyleugenol-2',3'-epoxid wird vermutlich in einem zellulären 
Testsystem keine Relevanz haben, da hier bereits zytotoxische Effekt auftreten [Groh 
et al., 2012].  
 
3'-Oxomethylisoeugenol zeigte hingegen bereits in sehr niedrigen Konzentrationen 
ab 0,1 µM eine Beeinflussung der katalytischen Aktivität der Topoisomerase I. Dies 
deutet darauf hin, dass 3'-Oxomethylisoeugenol ein potenter Hemmstoff der 
katalytischen Aktivität des rekombinanten Enzyms darstellt. In weiteren 
Untersuchungen soll der genaue Wirkmechanismus – Unterscheidung katalytischer 
Hemmstoff oder Topoisomerase-I-Gift – geklärt werden (Kapitel 5.4.3). Bereits 
andere Alkenylpropanoide wie Eugenol wurden als Topoisomerasehemmstoffe 
klassifiziert [Maralhas et al., 2006]. In der Studie von Maralhas et al. wurde mittels 
Dekatenierungsassay im Konzentrationsbereich zwischen 5 bis 7500 µM eine 
dosisabhängige Hemmung der Topoisomerase II durch Eugenol beobachtet 
[Maralhas et al., 2006]. Es ist bereits in der Literatur beschrieben, dass α,β-
ungesättigte Carbonylverbindungen mit Proteinen reagieren. Beispielsweise wurde 
Acrylamid, welches auf Grund seiner α,β-ungesättigte Carbonylgruppe mit Thiol-, 
Hydroxy- und Aminogruppen reagiert, als katalytischer Topoisomerase II Hemmstoff 
klassifiziert [Sciandrello et al., 2010]. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass die 
beobachtete Hemmwirkung des 3'-Oxomethylisoeugenols auf die Topoisomerase I 
eine Begründung für die DNA-strangbrechende Wirkung der Substanz liefert. Es ist 
bereits bekannt, dass Topoisomerasehemmstoffe auf Grund des erzeugten 
Torsionstress DNA-Strangbrüche induzierten [Roca, 2011; Bächler et al., 2014; 
Zupko et al., 2014]. So wurde in einer Studie von Bächler et al. eine katalytische 
Hemmung der Topoisomerase II nach Inkubation mit den Daidzein-Metaboliten  
6-Hydroxydaidzein und 8-Hydroxydadizein; weiter induzierten die Metaboliten DNA-
Schäden. Durch die Hemmung der Enzymaktivität, könnte Torsionsstress an der 
DNA entstehen, was mit einer verlängerten S-Phase einhergeht [Bächler et al., 
2014]. 
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5.4.2 Einfluss von Methyleugenol und den oxidativen 
 Metaboliten auf die katalytische Aktivität der 
 Topoisomerase II 
Zur Untersuchung der Beeinflussung der katalytischen Aktivität der Topoisomerase II 
durch Methyleugenol und den drei ausgewählten oxidativen Metaboliten wurde der 
Dekatenierungsassay ausgewählt. Als Substrat diente Kinetoplasten DNA (kDNA), 
welche aus ineinander verknoteten DNA-Zirkeln ein hochmolekulares Netzwerk 
bildet. Nur die aktive Form der rekombinanten humanen Topoisomerase II ist in der 
Lage aus dem hochmolekularen Netzwerk der kDNA durch Einführung transienter 
Doppelstrangbrüche einzelne Minizirkel herauszulösen. In der 
Agarosegelelektrophorese migrieren die freien Minizirkel ins Gel während die kDNA 
auf Grund ihrer Struktur/Größe nicht ins Gel migrieren kann. Bei dem 
Dekatenierungsassay ist darauf zu achten, dass die Topoisomerase II nur unter 
Anwesenheit von ATP aktiv ist und nicht zwischen Topoisomerase IIα und IIβ 
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Methyleugenol, 1'-Hyrdroxymethyleugenol, Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3'-Oxomethylisoeugenol zeigen keinen Einfluss auf die katalytische Aktivität der 
Topoisomerase II in Konzentrationen bis 200 µM (Abb.68, Spalte 6-10). Als 
Positivkontrollen wurden die Topoisomerase-II-Gifte Etoposid (100 µM) (Spalte 4) 
und Doxorubicin (10 µM) (Spalte 5) mitgeführt. 
 
                           
                                    
                          
                          
 
Abb.68: Modulation der katalytischen Topoisomerase II durch Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1'-OHME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE), 3'-
Oxomethylisoeugenol (3'-OXOMIE) untersucht im Dekatenierungsassay. Spalte 1: kinetoplasten 
DNA (kDNA); Spalte 2: Topoisomerase II; Spalte 3: Lösungsmittelkontrolle DMSO 3,3%; Spalte 
4: Positivkontrolle Etoposid 100 µM; Spalte 5: Positivkontrolle Doxorubicin 10 µM. Abgebildet ist 
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5.4.3 Wirkung von Methyleugenol und den oxidativen   
  Metaboliten auf zelluläre Topoisomerasen 
Auf Grund von verschiedenen Wirkmechanismen der Topoisomerasehemmung wird 
klassischerweise zwischen katalytischen Inhibitoren und Topoisomerasegiften, die 
den kovalenten Topoisomerase-DNA-Komplex stabilisieren, unterschieden. Für den 
oxidativen Metaboliten 3'-Oxomethylisoeugenol wurde eine effektive Hemmwirkung 
auf die Topoisomerase-I-Aktivität im zellfreien System in Konzentrationen von 0,1 µM 
bis 100 µM detektiert (Abb. 67). Es stellt sich nun die Frage, ob die Substanz als 
Topoisomerasegift oder als katalytischer Topoisomeraseinhibitor fungiert und ob der 
beobachtete Hemmeffekt auch in vitro zum Tragen kommt. Um zu testen, ob es sich 
bei 3'-Oxomethylisoeugenol um ein Topoisomerasegift handelt, wurde der ICE 
("Isolation Complexes of Enzyme to DNA in vivo")-Bioassay durchgeführt. Hierbei 
wird in Zellen (HT29 Zellen) die DNA-gebundene Topoisomerase von der freien 
Topoisomerase mittels Cäsiumchloridgradientenzentrifugation abgetrennt. Nach 
Fraktionierung werden die einzelnen Fraktionen mit Hilfe einer Blot-Apparatur auf 
eine Nitrozellulosemembran übertragen und die Topoisomerasen mit spezifischen 
Antikörpern gegen Topoisomerase I, IIα und IIβ chemoluminometrisch detektiert 
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Methyleugenol und der Hauptmetabolit 1'-Hydroxymethyleugenol zeigten nach 
einstündiger Inkubation der HT29 Zellen keinen Effekt auf die Stabilisierung der 
Topoisomerase-I-DNA-Komplexes in Konzentrationen von 200 µM (Abb.69). Auch 
der oxidative Metabolit Methyleugenol-2',3'-epoxid, welcher im zellfreien Testsystem 
in der höchsten getesteten Konzentration von 200 µM eine Hemmung der 
Topoisomerase-I-Aktivität zeigte, zeigte im ICE-Bioassay keine DNA-gebundene 
Topoisomerase I in Konzentrationen bis 200 µM. Die Positivkontrolle Camptothecin 
zeigte hingegen eine für ein Topoisomerasegift typische Stabilisierung des Enzym-
DNA-Intermediats (Fraktion 3-8). 




































 Camptothecin 100 µM
 Methyleugenol 200 µM




Abb.69: Effekte von Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1'-OH-ME) und 
Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) auf die Stabilisierung des Topoisomerase-I-DNA-Komplexes 
in HT29 Zellen (ICE-Bioassay). A) Repräsentativer Immunoblot von drei unabhängigen 
Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen. B) Die Menge an DNA-gebundener 
Topoisomerase I wurde in Bezug auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5%) als [%]-Wert 
dargestellt. Als Positivkontrolle wurde Camptothecin (CPT 100 µM) mitgeführt. Die gezeigten 
Daten sind als Mittelwerte ± Standardabweichungen von mindestens drei unabhängigen 
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Der Metabolit 3'-Oxomethylisoeugenol, welcher im Relaxationsassay eine effiziente 
Hemmung der Topoisomerase-I Aktivität bereits in niedrigen Konzentrationen von  
0,1 µM zeigte, zeigt hingegen keine Stabilisierung des Enzym-DNA-Komplexes im 
ICE-Bioassay an HT29 Zellen in Konzentrationen bis 100 µM (Abb.70) 






















































Abb.70: Effekte von 3'-Oxomethylisoeugenol (3'-Oxo-MiE) auf die Stabilisierung des 
Topoisomerase-I-DNA-Komplexes in HT29 Zellen (ICE-Bioassay). A) Repräsentativer 
Immunoblot von drei unabhängigen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen. B) Die 
Menge an DNA-gebundener Topoisomerase I wurde in Bezug auf die Lösungsmittelkontrolle 
DMSO (0,5%) als [%]-Wert dargestellt. Als Positivkontrolle wurde Camptothecin (CPT 100µM) 
mitgeführt. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± Standardabweichungen von mindestens 
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Um auch ausschließen zu können, dass Methyleugenol und die oxidativen Metabolite 
einen Effekt auf Topoisomerase II in vitro ausüben, obwohl sie keine Hemmwirkung 
auf rekombinante Topoisomerase II ausübten, wurde der ICE-Bioassay auch mittels 
Antikörpern gegen Topoisomerase IIα und IIβ durchgeführt. Wie erwartet, zeigte 
weder die Muttersubstanz noch einer der Metabolite einen Effekt auf die 
Topoisomerase-II-Isoformen (Abb.71). Das Topoisomerase-II-Gift Etoposid (50 µM) 
zeigte eine deutliche Stabilisierung der Enzym-DNA-Intermediate (Fraktion 5-9). 
      Topoisomerase IIα      Topoisomerase IIβ 
 
Abb.71: Effekte von Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1'-OH-ME), Methyleugenol-
2',3'-epoxid (MEE) und 3'-Oxomethylisoeugenol (3'-Oxo-MiE) auf die Stabilisierung des 
Topoisomerase-II-DNA-Komplexe in HT29 Zellen (ICE-Bioassay). Als Lösungsmittelkontrolle 
wurde DMSO 0,5% und als Positivkontrolle Etoposid (50 µM) mitgeführt. Gezeigt wird ein 
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Methyleugenol und der Hauptmetabolit 1'-Hydroxymethylisoeugenol zeigten im 
Relaxationsassay keine Wirkung auf die rekombinante Topoisomerase I. 
Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte im Relaxationsassay einen Hemmeffekt auf die 
Topoisomerase I in der höchsten getesteten Konzentration von 200 µM. In einem 
zellulären Testsystem wird diese Konzentration jedoch keine Relevanz haben, da in 
dieser Konzentration zytotoxische Effekte eine Rolle spielen würden [Groh et al., 
2012]. Der oxidative Metabolit 3'-Oxomethylisoeugenol hemmte im zellfreien 
Testsystem in bereits  sehr niedrigen Konzentrationen von 0,1 µM die Aktivität der 
rekombinanten Topoisomerase I. Keine der Substanzen wies eine Hemmwirkung auf 
die Aktivität rekombinanter Topoisomerase II auf, wobei in dem gewählten 
Testsystem (Dekatenierungsassay) nicht zwischen einer potentiellen Wirkung auf die 
α- und β-Form unterschieden werden konnte. Insgesamt wurde im zellfreien 
Testsystem 3'-Oxomethylisoeugenol als hoch potenter und spezifischer 
Topoisomerase-I-Hemmstoff charakterisiert. Bislang ist weder Methyleugenol noch 
ein Metabolit als Hemmstoff für Topoisomerasen in der Literatur beschrieben. Nur für 
Eugenol, welches auch zur Gruppe der Alkenylbenzene zählt, wurde eine 
Hemmwirkung auf Topoisomerase II beschrieben [Maralhas et al., 2006]. Zur 
Charakterisierung des Wirkmechanismus und zur Übertragung der Aktivitätsdaten in 
ein zelluläres Testsystem wurde der ICE-Bioassay durchgeführt. Um auszuschließen, 
dass auf zellulärer Ebene eine Beeinflussung der Aktivität der Topoisomerase I und II 
durch die Testsubstanzen stattfindet, wurde jeweils eine Konzentration exemplarisch 
mitgeführt. Keine der Substanzen führte zur Stabilisierung von Topoisomerase I, IIα 
oder IIβ DNA-Intermediats, so dass eine Wirkung als Topoisomerasegift 
ausgeschlossen werden kann. Die Ergebnisse aus dem Relaxationsassay und dem 
ICE-Bioassay deuten darauf hin, dass es sich bei 3'-Oxomethylisoeugenol um einen 
katalytischen Hemmstoff der Topoisomerase I handeln könnte. Katalytische 
Hemmstoffe interagieren mit dem Zielenzym bevor der DNA-Strang geschnitten wird 
und verhindern so die Entstehung des kovalenten Topoisomerase-DNA-Komplexes 
("Cleavage" Komplex). Hierdurch wird der wichtige Wirkmechanismus von 
Topoisomerasegiften, die Stabilisierung des Cleavage-Komplexes, verhindert oder 
stark vermindert. Ein katalytischer Hemmstoff übt damit eine gewisse Schutzwirkung 
gegenüber Topoisomerasegiften aus. Zur Bestätigung der These, dass es sich bei  
3'-Oxomethylisoeugenol um einen katalytischen Hemmstoff handelt, wird sowohl die 
Einzelzellgelelektrophorese als auch der ICE-Bioassay mit Vor- und Co-Inkubation 
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durchgeführt. In der Einzelzellgelelektrophorese werden die HT29 Zellen zunächst für 
30 Minuten oder im Langzeitversuch für 23 Stunden mit 3'-Oxomethylisoeugenol 
inkubiert. Anschließend erfolgt für eine Stunde die Co-Inkubation mit dem 
Topoisomerasegift Camptothecin (100 µM). Handelt es sich bei  
3'-Oxomethylisoeugenol um einen rein katalytischen Hemmstoff, so wird sich die 
DNA-strangbrechende Wirkung des Camptothecins, welche auf der Stabilisierung 
des Cleavage-Komplexes beruht, reduzieren. 
 
Zur Prüfung der aufgestellten Hypothese wurden auch die Effekte der 
Muttersubstanz Methyleugenol, die keine Hemmwirkung auf die Topoisomerase-I-
Aktivität aufwies, auf die DNA-strangbrechende Wirkung des Topoisomerase-I-Giftes 
Camptothecin untersucht. Camptothecin zeigte in der Einzelzellgelelektrophorese 
eine Schweifintensität, welche als Maß für die DNA-strangbrechende Wirkung steht, 
von etwa 14%. Wie erwartet, hat die Vor- und Co-Inkubation mit Methyleugenol  
(1 – 100 µM) keine Reduzierung der DNA-strangbrechenden Wirkung des 
Camptothecin (100 µM) zur Folge (Abb.72).  
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 Camptothecin Cpt 100µM
 Methyleugenol + Cpt 100µM
 
Abb.72: Induktion von DNA-Strangbrüchen nach Prä- und Coinkubation mit Methyleugenol  
(1 µM, 5 µM, 10 µM, 50 µM und 100µM) für 30 Minuten (A) und 23 Stunden (B) sowie 
anschließender einstündiger Coinkubation mit Camptothecin (CPT, 100 µM), 
Lösungsmittelkontrolle (0,5% DMSO, 10% FKS) an HT29 Zellen; abgebildet sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung; n = 3 in einer Doppelbestimmung. 
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3'-Oxomethylisoeugenol zeigte bereits ab einer Konzentration von 10 µM und der  
30-minütigen Präinkubation eine signifikante Hemmung der DNA-schädigenden 
Wirkung des Camptothecins (Abb.73A). Dieser Effekt deutet daraufhin, dass  
3'-Oxomethyisoeugenol die Stabilisierung des Topoisomerase-DNA-Intermediats, 
welches zur DNA-schädigenden Wirkung des Camptothecins führt, vermindert bzw. 
in hohen Konzentrationen bis 100 µM verhindert. So liegt die Schweifintensität von 
Camptothecin (100 µM) ohne Präinkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol bei etwa 
14%. Wird jedoch zuvor 30 Minuten mit 3'-Oxomethylisoeugenol inkubiert, so sinkt 
die Schweifintensität dosisabhängig auf etwa 4% in der höchsten getesteten 
Konzentration von 100 µM 3'-Oxomethylisoeugenol. In der Langzeitinkubation  
(23 Stunden) mit 3'-Oxomethylisoeugenol und anschließender Coinkubation mit 
Camptothecin konnte zwar auch ein Rückgang der DNA-strangbrechenden Wirkung 
des Topoisomerasegiftes beobachtet werden, jedoch wurde nur in der höchsten 
getesteten Konzentration von 100 µM 3'-Oxomethylisoeugenol eine signifikante 
Reduzierung der DNA-schädigenden Wirkung festgestellt (Abb.73B). Dieser Effekt 
lässt sich vermutlich auf die signifikante DNA-strangbrechende Wirkung von 
3'-Oxomethylisoeugenol in Konzentrationen ≥ 25 µM zurückführen (Abb.55).  
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Abb.73: Induktion von DNA-Strangbrüchen nach Prä- und Coinkubation mit  
3'-Oxomethylisoeugenol (1 µM, 5 µM, 10 µM, 50 µM und 100µM) für 30 Minuten (A) und 23 
Stunden (B) sowie anschließender einstündiger Coinkubation mit Camptothecin (CPT, 100 µM), 
Lösungsmittelkontrolle (0,5% DMSO, 10% FKS) an HT29 Zellen; abgebildet sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung; n = 3 in einer Doppelbestimmung. * Signifikanzen bezogen auf die 
Positivkontrolle Camptothecin (CPT, 100 µM); Student's t Test, * = p ˂ 0,05; ** = p ˂ 0,01; *** = 
p ˂ 0,001. 
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Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass es sich bei  
3'-Oxomethylisoeugenol um einen katalytischen Hemmstoff der Topoisomerase I 
handelt, da die DNA-schädigende Wirkung des Topoisomerasegiftes Camptothecin 
durch die Vorinkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol signifikant reduziert wird. Um 
diese Hypothese weiter zu untermauern, wurde der ICE-Bioassay mit Prä- und 
Coinkubation mit Camptothecin (100 µM) durchgeführt. Hierzu wurden die HT29 
Zellen zunächst für 30 Minuten mit der Testsubstanz inkubiert und anschließend 
erfolgte eine Coinkubation mit dem Topoisomerasegift Camptothecin. Danach wurde 
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Zum Vergleich wurde erneut die Muttersubstanz Methyleugenol mitgeführt. 
Methyleugenol zeigte keine Beeinflussung auf die Camptothecin/Topoisomerase- 
I/DNA-Interaktion in Konzentrationen von 100 µM (Abb.74). 



















































 Camptothecin (CPT) 100 µM
 Methyleugenol 100 µM + CPT 100 µM




Abb.74: Einfluss von Methyleugenol (ME) und 3'-Oxomethylisoeugenol (3'-Oxo-MiE) auf die 
Rate an Camptothecin (CPT) induzierte Topoisomerase-I/DNA-Komplexe. Die HT29 Zellen 
wurden für 30 Minuten mit Methyleugenol oder 3'-Oxomethylisoeugenol präinkubiert, danach 
erfolgte eine Coinkubation für 1 Stunde mit Camptothecin (CPT, 100 µM). A) Repräsentativer 
Immunoblot von drei unabhängigen Experimenten. B) Der Status an Topoisomerase-I-DNA-
Intermediaten wurde kalkuliert als co-inkubierte Zellen über CPT behandelte Zellen mit 
Berücksichtigung des DNA-Gehalts x 100 (T/C, %). Abgebildet sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung; n = 3. * Signifikanzen bezogen auf die Positivkontrolle Camptothecin 
(CPT, 100 µM); Student's t Test:  ** = p ˂ 0,01; *** = p ˂ 0,001; # Signifikanzen bezogen auf die 
Lösungsmittelkontrolle (DMSO; 0,5%); Student's t Test: ### = p ˂ 0,001. 
 
3'-Oxomethylisoeugenol zeigte jedoch eine Hemmung der Stabilisierung des 
Topoisomerase-DNA-Komplexes durch Camptothecin in Konzentrationen bis  
100 µM. In der höchsten Konzentration von 100 µM 3'-Oxomethylisoeugenol ist eine 
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Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich bei 3'-Oxomethylisoeugenol um einen 
katalytischen Hemmstoff der Topoisomerase I handelt. 3'-Oxomethylisoeugenol 
scheint eine gewisse Schutzwirkung vor Topoisomerasegiften wie Camptothecin zu 
zeigen, da die Verbindung mit dem Zielenzym interagiert bevor der Topoisomerase-
DNA-Komplex ausgebildet wird. Dies wurde sowohl bei der Hemmung der DNA-
schädigenden Wirkung des Camptothecins nach Vorinkubation mit  
3'-Oxomethylisoeugenol als auch bei dem ICE-Bioassay mit Prä- und Coinkubation 
deutlich, wobei der Hemmeffekt auf die DNA-strangbrechende Wirkung stärker war 
als die Verminderung Camptothecin-induzierter Topoisomerase-I/DNA-Intermediate. 
Potentielle weitere Interaktion wie z.B. verminderte Aufnahme von Camptothecin in 
die Zelle oder verstärkte Metabolisierung könnten auch eine Rolle spielen.  
Diese Beeinflussung der Topoisomerase kann eine mögliche Begründung für die 
beobachtete DNA-schädigende Wirkung dieses Metaboliten sein. Weiter wurde 
nachgewiesen, dass die Inkubation der HT29 Zellen mit 3'-Oxomethylisoeugenol eine 
Arretierung in der G2/M-Phase bewirkt. Dieser beobachte Effekt kann mit der 
katalytischen Inhibierung der Topoisomerase I zusammenhängen. In der Literatur 
wurde bereits von einem Arrest in der G2/M-Phase durch Topoisomerase-I-
Inhibitoren berichtet [Liu et al., 2013; Montariello et al., 2013]. Auf Grund von 
Torsionstress durch die Hemmung der Topoisomerase I kann es zu unspezifischen 
DNA-Strangbrüchen kommen, welche vor der Einleitung der Mitose repariert werden 
müssen. Dadurch kann es zu einer Verlängerung/ Arretierung der Zellen in der G2/M-
Phase kommen [Pommier, 2013; Pommier et al., 2010; Pommier, 2009]. Durch die 
Entstehung von DNA-Strangbrüchen, insbesondere Doppelstrangbrüche, werden im 
Folgenden zur Untersuchung der Wirkmechanismen der Gentoxizität von 
Methyleugenol und den Metaboliten sowohl der Surrogatmarker für DNA-
Doppelstrangbrüche γH2AX (Kap. 5.5) als auch weitere DNA-Schaden-assoziierte 
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5.5 Untersuchung der Beeinflussung der γH2AX- 
      Expression 
H2AX ist eine Variante der Histon H2A Familie. Die Phosphorylierung von H2AX 
(γH2AX) wird durch die Entstehung von DNA-Doppelstrangbrüchen ausgelöst und 
stellt einen Surrogatmarker für gentoxische zelluläre Ereignisse dar [Bonner et al., 
2008; Dickey et al., 2009; Watters et al., 2009; Mah et al., 2010]. Einer der ersten 
Hinweise auf Doppelstrangbrüche ist die Phosphorylierung des Serin 139 am Histon 
H2AX durch ATM und ATR Kinasen und folglich die schnelle Bildung von γH2AX 
"Foci" an den DNA-Doppelstrangbrüchen [Redon et al., 2002]. Dies ist wichtig für die 
Rekrutierung von Reparaturfaktoren und die Aktivierung von Kontrollpunkten im 
Zellzyklus [Fernandez-Capetillo et al., 2002]. Um herauszufinden, ob es sich bei den 
beobachteten DNA-Schäden nach Inkubation mit Methyleugenol und den oxidativen 
Metaboliten um DNA-Doppelstrangbrüche handelt, wurde mittels Western Blot 
Analysen die Expression von γH2AX in HT29 Zellen gemessen.  
Nach 24-stündiger Inkubation mit 100 µM Methyleugenol wurde ein marginaler 
Anstieg der γH2AX Expression detektiert, jedoch ohne statistische Signifikanz 
(Abb.75). Die Metaboliten hingegen zeigten eine signifikante dosisabhängige 
Erhöhung der γH2AX Expression in HT29 Zellen (Abb.75). 1'-Hydroxymethyleugenol 
zeigte die stärkste Potenz zur Bildung von γH2AX. Hier wurde bereits in einer 
Konzentration von 50 µM eine signifikante Erhöhung des γH2AX Proteinstatus 
detektiert. Die Metaboliten Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol 
wiesen in einer Konzentration von 100 µM einen signifikanten Effekt auf die γH2AX 











































Abb.75: (A) Proteinstatus von γH2AX nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol (ME),  
1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und  
3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. Student's t Test:  * = 
p ˂ 0,05; ** = p ˂ 0,01. (B) Repräsentativer Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%) 
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In HT29 Zellen führte eine 24-stündige Inkubation mit Methyleugenol in der höchsten 
Konzentration von 100 µM zu einer signifikanten Steigerung der DNA-
Strangbruchrate. Sie stützen somit die Ergebnisse der γH2AX-Expression, da auch 
nur in der höchsten Konzentration ein erhöhtes Maß an DNA-Doppelstrangbrüchen 
festgestellt wurde, welches sich jedoch als nicht statistisch signifikant erwies. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zumindest ein Teil der in der 
Einzelzellgelelektrophorese detektierten Methyleugenol-induzierten DNA-
Strangbrüche auf DNA-Doppelstrangbrüche zurückzuführen sind, wobei der 
Mechanismus der DNA-Schädigung durch Methyleugenol noch nicht vollständig 
charakterisiert ist, da ein Beitrag der in dieser Arbeit untersuchten Zielenzyme 
(Topoisomerasen, HDAC) ausgeschlossen werden kann. Eine weitere Erklärung für 
die nicht signifikante Erhöhung an DNA-Doppelstrangbrüchen könnte die Dauer der 
Methyleugenolinkubation darstellen. In anderen Arbeiten wurde die Expression von 
γH2AX bereits nach einer Stunde bis nach maximal acht Stunden untersucht [Yun et 
al., 2012; Kalfalah et al., 2011; Zhang et al., 2013]. Es ist damit möglich, dass sich 
die posttranslationale Modifikation des H2AX Histons verändert hat und damit kein 
signifikanter Anstieg der Expression von γH2AX zu messen war. 
1‘-Hydroxymethyleugenol, der auch in der Literatur als gentoxisch beschrieben wurde 
[Jeurissen et al., 2006; Groh et al., 2012], induzierte nach 24 Stunden signifikant die 
γH2AX Expression und damit die Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen ab einer 
Konzentration von 50 µM. Die posttranslationale Modifizierung von H2AX stellt damit 
einen möglichen Wirkmechanismus für die beobachteten DNA-Schäden durch  
1'-Hydroxymethyleugenol dar. DNA-Doppelstrangbrüche können im Vergleich zu 
Einzelstrangbrüchen nur sehr schwer repariert werden. Die Schwierigkeit der 
Reparatur eines Doppelstrangs liegt zum einen darin, dass es zu einem Verlust der 
komplementären Stränge kommen kann, wobei hier die erneute Herstellung der 
genetischen Information erschwert wird. Zum anderen stellt die räumliche Separation 
der beiden freigesetzten DNA-Enden eine Erschwerung der möglichen Reparatur 
dar. Ist die Reparatur fehlerhaft oder erfolgt keine Reparatur, so können durch 
chromosomale Veränderungen wie Translokationen, Inversionen und Deletionen  
Chromosomenabberationen entstehen, die eine Tumorentstehung begünstigen 
[Hoeijmakers, 2001; Van Gent et al., 2001; Obe et al., 1992; Khanna und Jackson, 
2001]. So wurde Methyleugenol insbesondere wegen der Metabolisierung zum 
reaktiven 1'-Hydroxmethyleugenol als gentoxisches Kanzerogen klassifiziert [SCF, 
  Ergebnisse und Diskussion 
 
 167 
2001]. In der Literatur wurden intrachromosomale Kombinationen nach Inkubation mit 
Methyleugenol an Hefen beschrieben [Schiestl et al., 1989]. Hingegen gibt es bislang 
keine Hinweise auf Chromosomenabberationen, die  durch 1'-Hydroxymethyleugenol 
verursacht werden. Jedoch können möglicherweise die Doppelstrangbrüche zum 
gentoxischen Potential beitragen. 
Die anderen beiden Metaboliten Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3'-Oxomethylisoeugenol zeigten auch eine Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen. 
Auch hier könnte die Expression von γH2AX ein möglicher Wirkmechanismus der 
DNA-strangbrechenden Wirkung darstellen. 3'-Oxomethylisoeugenol zeigte sich zu 
dem als katalytischer Topoisomerase-I-Hemmstoff, der durch starke 
Torsionspannung unspezifische DNA-Strangbrüche induzieren kann [Roca, 2011; 
Bächler et al., 2014; Teves und Henikoff, 2014]. Es konnte jedoch bei keiner der 
Substanzen eine Beeinflussung der Topoisomerase II festgestellt werden. 
Topoisomerase II induziert im Gegensatz zur Topoisomerase I DNA-
Doppelstrangbrüche. Aus diesem Grund kann dieser Wirkmechanismus als mögliche 
Induzierung von DNA-Doppelstrangbrüchen ausgeschlossen werden. Auch die 
Hemmung der HDAC-Aktivität durch die beiden Metabolite kann im Zusammenhang 
mit dem Anstieg der Expression von γH2AX stehen. Klasse I, II und III HDACs 
stehen in Verbindung mit der DNA-Schadensantwort, homologen Rekombination und 
der Chromatin Integrität [Rajendran et al., 2011]. Es wurde gezeigt, dass HDAC 1 
eine Rolle bei der Rekrutierung von DNA-Reparaturproteinen spielt. In Studien mit 
Zellen, denen HDAC 1 nicht exprimiert wurde, wurde gezeigt, dass die Zellen 
hypersensitiv gegenüber DNA-schädigenden Substanzen sind und dass sie Defekte 
in der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen zeigen [Miller et al., 2010]. In einer 
Studie von Saldanha et al. wurde ebenfalls gezeigt, dass eine Verminderung der 
HDAC-Aktivität mit einem Anstieg der Expression von γH2AX in Verbindung steht. So 
konnte nachgewiesen werden, dass nach Inkubation mit EGCG und Natriumbutyrat 
der HDAC 1 Status abnahm sowie die Expression von γH2AX zunahm und dies in 
Verbindung steht mit einer Zunahme an DNA-Schäden bzw. mit einer Verbindung der 
replikativen Kapazität [Saldanha et al., 2014]. Ebenso wurde in einer Studie von 
Rajendran et al. gezeigt, dass nach Inkubation mit Isothiocyanaten die HDAC-
Aktivität abnahm und die Expression von γH2AX in Kolonkrebszellen zunahm 
[Rajendran et al., 2013]. So stimmen diese Studienergebnissen mit den Resultaten 
der Literatur überein. Es wurde auch in dieser Arbeit eine Hemmung der HDAC-
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Aktivität nach Inkubation mit Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol 
detektiert, welche möglicherweise im Zusammenhang mit Fehlern in der Reparatur 
von DNA-Doppelstrangbrüchen stehen könnten. Dies würde die vermehrte 
Expression von γH2AX nach Inkubation mit diesen Metaboliten begründen. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Anstieg der Expression von 
γH2AX und das damit verbundene Vorliegen von DNA-Doppelstrangbrüchen ein 
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5.6 Beeinflussung DNA-Schaden-assoziierter 
      Signalkaskaden  
Der Zellzyklus ist die Grundlage für Wachstum und Entwicklung für alle lebenden 
Organismen. In Eukaryoten sind Kontrollpunkte zur Erkennung von DNA-Schäden in 
die Regulation des Zellzyklus eingebaut. Diese schützen die genomische Integrität, 
da Proteinkinasen wie ATM und ATR durch eine vorliegende DNA-Schädigung vor 
allem durch DNA-Doppelstrangbrüche aktiviert und im Verlauf der ATM/ATR-
Signalkaskade DNA-Reparaturenzyme verstärkt exprimiert werden. Die 
Phosphorylierung von ATM und ATR wird daher als weiterer Biomarker für eine DNA-
schädigende Wirkung verwendet [Kastan und Lim, 2000; Motoyama und Naka, 
2004]. Im Verlauf der Signalkaskade werden CHK1 und CHK2 Kinasen durch 
Phosphorylierung aktiviert [Shiloh, 2003]. Diese Kinasen führen dann weiter zur 
Aktivierung des Tumorsuppressorproteins p53 oder dem DNA-Reparaturprotein 
BRCA1. Durch Aktivierung dieser Signalkaskade kann der Zellzyklusverlauf am 
Übergang von der G1 in die S-Phase oder von G2 in die M-Phase gestoppt werden, 
so dass die Zelle den DNA-Schaden reparieren oder den programmierten Zelltod 
einleiten kann (Abb.76) [Kastan und Lim, 2000]. 
 
Abb.76: Verlauf der ATM/ATR-Signalkaskade 
Phosphorylierung von ATM und ATR führt zur Aktivierung und Phosphorylierung von CHK1 und 
CHK2. Dies wiederum führt zur Phosphorylierung von p53 und BRCA1. Dadurch kann der 
Zellzyklusverlauf am Übergang von der G1 Phase in die S-Phase oder von G2 in die M-Phase 
gestoppt werden. 
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Auf Grund der beobachteten DNA-Schäden nach 24-stündiger Inkubation der HT29 
Zellen mit Methyleugenol und den oxidativen Metaboliten sowie der gezeigten  
G2-Arretierung wurde die Expression phosphorylierter ATM und ATR Kinasen mittels 
Western Blot Analyse mit Antikörper gegen phospho-ATM (Ser1981) und phospho-
ATR (Ser428) untersucht. 
Nach 24-stündiger Inkubation der HT29 Zellen mit Methyleugenol und den drei 
ausgewählten oxidativen Metaboliten zeigte sich keine Änderung der Expression von 



















































Abb. 77: (A) Proteinstatus von phospho-ATM (p-ATM) nach 24-stündiger Inkubation mit 
Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) 
und 3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten 
sind bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
 

































Abb.78: (A) Proteinstatus von phospho-ATR (p-ATR) nach 24-stündiger Inkubation mit 
Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) 
und 3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten 
sind bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Da nach 24-stündiger Inkubation kein Effekt auf die Expression der Kinasen 
phospho-ATR und phospho-ATM zu erkennen war, wurde die Expression dieser 
Proteine nach zweistündiger Inkubation mit den Testsubstanzen gemessen. In der 
Literatur wurde bislang eine kürzeres Zeitfenster zur Messung der Expression von 
phospho-ATM und phospho-ATR gewählt, da eine schnelle Aktivierung der Kinasen 
nach Induktion von DNA-Strangbrüchen möglich ist [Palii  et al. 2013; Yun et al., 
2012]. Hier zeigte sich nach zweistündiger Inkubation mit Methyleugenol sowohl für 
die Expression von phospho-ATM als auch für phospho-ATR ein marginaler Anstieg 
des Proteinstatus, jedoch wurde kein Signifikanzniveau für phospho-ATM erreicht. In 
der höchsten Konzentration von 100 µM Methyleugenol wurde eine signifikante 
















































Abb.79: (A) Proteinstatus von phospho-ATM (p-ATM) nach zweistündiger Inkubation mit 
Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) 
und 3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten 
sind bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
 
































Abb.80: (A) Proteinstatus von phospho-ATR (p-ATR) nach zweistündiger Inkubation mit 
Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) 
und 3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten 
sind bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Nach der Kurzzeitinkubation mit 1'-Hydroxmethyleugenol zeigte sich ein marginaler 
dosisabhängiger Anstieg der Expression von phospho-ATM und phospho-ATR 
(Abb.79 und Abb.80). In der jeweilig höchsten Konzentration von 100 µM konnte eine 
signifikante Zunahme des Phosphorylierungsstatus der Kinasen detektiert werden. 
Methyleugenol-2',3'-epoxid induzierte einen Anstieg der phospho-ATM und phospho-
ATR Expression, wobei eine deutliche Dosis-Wirkungsbeziehung zu erkennen ist 
(Abb.79 und  Abb.80). In Konzentrationen ≥ 50 µM konnte eine signifikante Zunahme 
des phospho-ATM-Proteinstatus festgestellt werden und der 
Phosphorylierungsstatus von ATR wurde in der höchsten Konzentration von 100 µM 
Methyleugenol-2',3'-epoxid signifikant erhöht. 
Ebenso bewirkte die Kurzzeitinkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol eine Änderung 
des Proteinstatus von phospho-ATM und phospho-ATR (Abb.79 und Abb.80). Auch 
hier ist ein Dosis-Wirkungsverlauf sichtbar. In Konzentrationen ≥ 50 µM konnte 
sowohl eine signifikante Zunahme der Expression von phosphoryliertem ATM und 
ATR nachgewiesen werden. 
Anschließend wurde die Beeinflussung des Phosphorylierungsstatus der 
Kontrollpunktkinasen CHK1 (Ser 345) und CHK2 (Thr 68) mittels Western Blot 
Analyse nach 24-stündiger Inkubation der HT29 Zellen mit den Testsubstanzen 
bestimmt. Nach Inkubation mit Methyleugenol wurde ein konzentrationsabhängiger 
Anstieg an phosphorylierter CHk1 detektiert, jedoch ohne Erreichen eines 
Signifikanzniveaus (Abb.81). 1‘-Hydroxymethyleugenol induzierte in einer 
Konzentration von 100 µM signifikant die Expression an phosphorylierter Kinase 
CHK1 (Abb.81). Methyleugenol-2',3-epoxid beeinflusste den 
Phosphorylierungsstatus von CHK1; es ist eine eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehung 
zu erkennen. Das erste Signifikanzniveau konnte bereits nach 50 µM Methyleugenol-
2',3'-epoxid erreicht werden (Abb.81). Auch der dritte getestete oxidative Metabolit  
3'-Oxomethylisoeugenol zeigte nach 24-stündiger Inkubation einen Effekt auf die 
Expression an phosphorylierter CHK1. Es ist ein konzentrationsabhängiger Anstieg 
des Phosphorylierungsstatus von CHK1 erkennbar, welcher sich in der höchsten 
Konzentration von 100 µM als signifikant erwies (Abb.81). 
 
 































Abb.81: (A) Proteinstatus von phospho-CHK1 (p-CHK1) nach 24-stündiger Inkubation mit 
Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) 
und 3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten 
sind bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Im weiteren Verlauf wurde auch die Beeinflussung des Phosphorylierungsstatus von 
CHK2 (Thr 68) durch Methyleugenol und die Metabolite nach 24-stündiger Inkubation 
an HT29 Zellen untersucht. Jedoch zeigte weder die Muttersubstanz noch einer der 































Abb.82: (A) Proteinstatus von phospho-CHK2 (p-CHK2) nach 24-stündiger Inkubation mit 
Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) 
und 3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten 
sind bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Als weiteres potentielles Zielenzym der Signaltransduktionskaskade wurde der 
Phosphorylierungsstatus des Tumorsuppressorproteins p53 mittels Western Blot 
Analyse mit Antikörpern gegen phospho-p53 (Ser15) untersucht. Hier zeigte sich 
nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol an HT29 Zellen keine Beeinflussung 
des Phosphorylierungsstatus von p53 (Abb.83). Anders zeigte sich die Wirkung auf 
phospho-p53 nach Inkubation mit 1'-Hydroxymethyleugenol (Abb.83). Es wurde ein 
konzentrationsabhängiger Anstieg des phosphorylierten p53 Proteins detektiert. In 
Konzentrationen ≥ 50 µM führte die Inkubation mit 1‘-Hydroxymethyleugenol zu 
einem signifikanten Anstieg der Expression von phospho-p53. Nach Inkubation mit 
Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte sich auch bereits in Konzentrationen ≥ 50 µM ein 
signifikanter Anstieg des phosphorylierten p53 Proteins (Abb.83).  
3'-Oxomethylisoeugenol in einer Konzentration von 100 µM erhöhte signifikant den 





















































Abb.83: (A) Proteinstatus von phospho-p53 nach 24-stündiger Inkubation mit Methyleugenol 
(ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) und  
3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten sind 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Um die Daten dieser Signaltransduktionskaskade zu vervollständigen und einen 
möglichen Einfluss auf DNA-Reparaturmechanismen zu bekommen, wurde die 
Beeinflussung der Expression von BRCA1 mittels Western Blot nach 24-stündiger 
Inkubation an HT29 Zellen mit Methyleugenol und den oxidativen Metaboliten 
untersucht. Weder die Muttersubstanz Methyleugenol noch einer der Metaboliten 
zeigten einen Effekt auf den Proteinstatus von BRCA1 im Vergleich zur 
















































Abb.84: (A) Proteinstatus von phospho-BRCA1 (p-BRCA1) nach 24-stündiger Inkubation mit 
Methyleugenol (ME), 1'-Hydroxymethyleugenol (1’OH-ME), Methyleugenol-2',3'-epoxid (MEE) 
und 3'-Oxomethylisoeugenol (3‘-Oxo-MIE) gemessen mittels Western Blot Analyse. Die Daten 
sind bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,5% v/v) als T/C in [%] dargestellt. Die 
Detektion von α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt. (B) Repräsentativer 
Western Blot. K, Kontrolle (DMSO, 0,5%). 
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Methyleugenol und die oxidativen Metabolite zeigen einen deutlichen Effekt auf die 
Expression der Proteine ATM und ATR nach zweistündiger Inkubation an HT29 
Zellen (Abb.79 und Abb. 80). Dieses Ergebnis bestätigt die in der 
Einzelzellgelelektrophorese beobachtete DNA-schädigende Wirkung von 
Methyleugenol und den Metaboliten. So induzierten die Substanzen sowohl nach 
einstündiger Inkubation als auch nach 24-stündiger Inkubation DNA-Strangbrüche 
[Groh et al., 2012]. Dies steht im Einklang mit der in dieser Arbeit beobachteten 
Aktivierung der ATM und ATR Kinasen. Mit Ausnahme des Metaboliten  
3'-Oxomethylisoeugenol, da nach einstündiger Inkubation mit  
3'-Oxomethylisoeugenol keine DNA-schädigende Wirkung detektiert wurde. Eine 
mögliche DNA-Schädigung nach zweistündiger Inkubation mit diesem Metaboliten 
müsste noch untersucht werden. Nach 24-stündiger Inkubation mit den 
Testsubstanzen ist die Erhöhung des Phosphorylierungsstatus von ATM und ATR 
aufgehoben, was für eine schnelle Aktivierung der Kinasen nach Induktion von DNA-
Strangbrüchen spricht. So wurde bereits in der Literatur ein schneller Anstieg des 
Phosphorylierungsstatus (zwei Stunden) nach Behandlung von Nierenzellen  
(HEK Zellen) mit ionisierender Strahlung beschrieben, der nach 25 Stunden wieder 
auf das Kontrollniveau abfiel [Palii et al., 2013].  
ATR und ATM aktivieren durch Phosphorylierung an Ser-317 und Ser-345 CHK1. 
Aktiviertes CHK1 wiederum phosphorylieren CDC25C an Ser-217 und bilden eine 
Bindungsmöglichkeit für 14-3-3 Protein. Diese Interaktion mit 14-3-3 Protein 
verhindert die Dephosphorylierung von CDC25C und aktiviert damit den mitotischen 
Kinase Komplex Zyklin B-Cdc2, welcher effektiv DNA-geschädigte Zellen vor dem 
Eintritt in die Mitose blockiert [Motoyama und Naka, 2004]. Eine Beeinflussung des 
Phosphorylierungsstatus von CHK1 konnte nach Inkubation mit den drei Metaboliten 
detektiert werden (Abb.81). Jedoch induzierte keine der Testsubstanzen nach  
24-stündiger Inkubation den Phosphorylierungsstatus der CHK2 Kinase (Abb. 82). 
Dies könnte mit der Inkubationszeit zusammenhängen, da auch hier ähnlich wie bei 
ATM und ATR auf Grund der Langzeitinkubation eine Dephosphorylierung 
stattgefunden haben könnte und somit der potentielle Effekt nach 24h nicht mehr 
zum Tragen käme. In einer Studie von Yun et al. wurde eine Zeitmessung 
durchgeführt. Hier zeigte sich nach 30 Minuten bzw. zwei Stunden nach Inkubation 
mit Widdrol ein deutlicher Anstieg der Phosphorylierung von CHK2, jedoch konnte 
nach 12 Stunden bereits ein deutlicher Rückgang beobachtet werden.  
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Nach 24 Stunden war es nicht mehr möglich eine Änderung der CHK2 
Phosphorylierung zu detektieren [Yun et al., 2012]. Eine Messung der 
Kurzzeitinkubation von CHK2 nach Inkubation mit Methyleugenol und den 
Metaboliten sollte somit in weiterführenden Studien untersucht werden. Die 
Beeinflussung des Proteinstatus von p53 konnte nach Inkubation mit den Metaboliten 
gezeigt werden (Abb.83). Dies könnte ein weiterer Hinweis sein, dass für die 
Untersuchung der Beeinflussung von CHK2 ein falsches Zeitfenster gewählt wurde. 
Weiter ist in der Literatur beschrieben, dass p53 auch über CHK1 aktiviert werden 
kann [Gottifredi et al., 2001; Yi-Hung et al., 2005; Bo et al., 2014]. Dies begründet 
auch die p53 Aktivierung nach dem detektierten Anstieg des 
Phosphorylierungsstatus von CHK1. Zudem steht die Erhöhung des 
Phosphorylierungsstatus von p53 mit dem beobachteten G2/M-Arrest nach 
Inkubation mit den Testsubstanzen in Verbindung. Es wurde keine Aktivierung der 
DNA-Reparatur auf der Ebene von BRCA1 detektiert (Abb.84). Jedoch wurde die 
Induktion der Apoptose durch die Metabolite beobachtet [Ates, Diplomarbeit 2014 im 
AK Junprof. Dr. Esselen]. 
Zusammenfassend führen die Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3'-Oxomethylisoeugenol durch die nachgewiesene Mikrokerninduktion, 
Beeinflussung der HDAC- und Topoisomerase-Aktivität zu DNA-Strangbrüchen. Zum 
DNA-strangbrechenden Potential von Methyleugenol und 1'-Hydroxymethyleugenol 
müssen weitere Wirkmechanismen verifiziert werden. Die DNA-Schäden führen zur 
Aktivierung der ATM/ATR-Signalkaskade und einer Arretierung der Zellen in der 
G2/M-Phase des Zellzyklus. Durch die Aktivierung von p53 kommt es nicht zu einer 
BRCA1-vermittelten Reparatur der DNA-Schäden, sondern es kommt zur p53-
vermittelten-Apoptoseinduktion und zum Zelltod [Kastan und Lim, 2000; Shiloh, 
2003; Fabbro et al., 2004; Hirao et al., 2002; Takai et al., 2002; Levine, 1997]. 
Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die zelluläre DNA-
Schadensantwort in Verbindung mit dem programmierten Zelltod dazu beiträgt, dass 
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5.7 Zusammenfassende Diskussion zum Mechanismus der  
      DNA-schädigenden Wirkung von Phenylpropanoiden 
Methyleugenol ist ein sekundärer Pflanzeninhaltsstoff, der strukturell zur Gruppe der 
Phenylpropanoide zählt. Methyleugenol kommt in verschiedenen Kräutern und 
Gewürzen, wie z.B. Basilikum, Fenchel, Estragon, Sternanis und Zimt vor. In Form 
von natürlichen ätherischen Ölen findet Methyleugenol sowohl als Aromastoff in 
verschiedenen Lebensmitteln (z.B. Eis, Bonbons) als auch als Duftstoff in 
unterschiedlichen Kosmetika (z.B. Seifen, Shampoo, Creme) Verwendung [Gardner 
et al., 1997; NTP, 2000; Jeurissen et al., 2006]. Methyleugenol wurde auf Grund von 
Ergebnissen aus Langzeit-Tierstudien als gentoxisches Kanzerogen eingestuft und 
sollte daher in der Verwendung eingeschränkt werden [SCF, 2001; BgVV, 2002]. 
Auch aktuelle Studien zeigen das gentoxische Potential von Methyleugenol auf. So 
wurde im Ames Test mit SULT-Aktivität eine mutagene Wirkung nach Inkubation mit 
Methyleugenol festgestellt [Herrmann et al., 2012]. In Rattenhepatozyten wurde die 
Bildung von Desoxyadenosin- und Desoxyguanosin-Addukten nach Inkubation mit 
Methyleugenol gezeigt [Cartus et al., 2012]. Ebenso wurden in der Leber von 
Mäusen Methyleugenol-DNA-Addukte detektiert [Herrmann et al., 2014]. Weiter 
wurden in einer Studie von Herrmann et al. DNA-Addukte von Methyleugenol in 
humanen Leberbiopsieproben nachgewiesen [Herrmann et al., 2013]. Auf Grund der 
verschiedenen Expositionsmöglichkeiten und des unterschiedlichen 
Konsumverhaltens der Verbraucher sowie der geringen Datenlage bezüglich der 
eventuellen Gesundheitsgefährdung ist es schwierig, eine abschließende 
Risikobewertung durchzuführen. Auf Grund der Aufklärung der möglichen 
Bioaktivierung von Methyleugenol können Bevölkerungsgruppen, die möglicherweise 
ein erhöhtes Risiko auf Grund von Lebensstilfaktoren oder genetischer 
Polymorphismen haben, identifiziert werden [Jeurissen et al., 2006; Rietjens et al., 
2005]. Weitere Aspekte, die bei der Risikobewertung von Methyleugenol zu 
berücksichtigen sind, sind die Toxikokinetik der Umwandlung zu gentoxischen 
Metaboliten und die Kinetik zur Reparatur der entstandenen DNA-Addukte durch 
Methyleugenol. Auch Speziesunterschiede und mechanistische Daten spielen eine 
wichtige Rolle bei der Extrapolation von Hochdosis-Tierversuchsdaten zum 
Niedrigdosen-Bereich beim Menschen und erschweren damit eine abschließende 
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Risikobewertung [Al-Subeihi et al., 2011; Al-Subeihi  et al., 2012; Rietjens et al., 
2005].  
Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Aufklärung möglicher 
Wirkmechanismen, die die beobachteten gentoxischen Eigenschaften von 
Methyleugenol und den ausgewählten oxidativen Phase-I-Metaboliten an HT29 
Zellen begründen. In der Literatur wurde die Bioaktivierung von Methyleugenol durch 
CYP-450 Enzyme (CYP 450 1A2; 2C9, 2D6 und 2C19) zum reaktiven Metaboliten  
1'-Hydroxymethyleugenol beschrieben [Jeurissen et al., 2006]. Durch anschließende 
enzymatische Sulfonierung des Phase-I-Metaboliten durch Sulfotransferasen 
entsteht ein instabiles Intermediat, welches in wässriger Umgebung spontan zum 
elektrophilen Carbokation zerfällt. Dieses gilt als ultimales Kanzerogen, welches an 
Proteine und DNA binden kann [Gardner et al., 1997]. Als Testsubstanzen wurden 
die oxidativen Metaboliten 1'-Hydroxymethyleugenol, Methyleugenol-2',3'-epoxid und 
3'-Oxomethylisoeugenol auf Grund ihres unterschiedlichen Wirkprofils 
herangezogen. 1’-Hydroxymethyleugenol wurde in das Testsystem integriert, da es 
ein Hauptmetabolit von Methyleugenol darstellt und seine Wirkungen bereits vielfach 
in der Literatur beschrieben wurden [Cartus et al., 2012; Herrmann et al., 2012; 
Jeurissen et al., 2006; Gardner et al., 1997]. Epoxiden wird prinzipiell eine hohe 
Affinität zur DNA zugesprochen, so dass das stabile Methyleugenol-2',3'-epoxid als 
potentieller DNA-Addukt-Bildner mit in die Untersuchungen einbezogen werden soll 
[NTP, 2000]. 3’-Oxomethylisoeugenol stellt durch seine Aldehydgruppe in der 
Seitenkette eine strukturell interessante Substanz dar. 
Um einen Beitrag zytotoxischer Effekte der Testsubstanzen in den weiteren 
Untersuchungen an HT29 Zellen auszuschließen und diese Ergebnisse mit den 
Resultaten der Zytotoxizitätsuntersuchung an V79 Zellen zu vergleichen, wurde 
zunächst die Beeinflussung des Zellwachstums nach Inkubation mit Methyleugenol 
und den Metaboliten untersucht. 
Methyleugenol zeigte im SRB Test weder nach 24-stündiger noch nach 48-stündiger 
und 72-stündiger Inkubation in Konzentrationen bis 100 µM wachstumshemmende 
Effekte auf HT29 Zellen. Auch im SRB Test an V79 Zellen konnte für Methyleugenol 
bis 100 µM und den gleichen Inkubationszeiten bis 72 Stunden keine 
wachstumshemmenden Eigenschaften nachgewiesen werden [Groh et al., 2012]. 
Ebenso wurden im WST-1 Test keine zytotoxischen Effekte für Methyleugenol bis 
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100 µM sowohl nach einstündiger als auch 24-stündiger Inkubation detektiert [Groh 
et al., 2012]. In Untersuchungen an Rattenhepatozyten zeigten sich keine 
zytotoxischen Effekte bis 3000 µM [Burkey et al., 2000]. In einer Studie von Cartus et 
al. wurden im LDH-Test zytotoxische Effekte von Methyleugenol nach 24-stündiger 
Inkubation von primären Rattenhepatozyten in Konzentrationen ≥ 2000 µM detektiert. 
Im Resazurintest wurde hier ein IC50-Wert von 307 ± 52 µM berechnet [Cartus et al., 
2012]. Die primären Rattenhepatozyten sind im Vergleich zu V79 Zellen und HT29 
Zellen metabolisch stark aktiv, da sie sowohl zum Phase I als auch zum Phase II 
Metabolismus befähigt sind [Guillouzo, 1998; Bonnery et al., 1974; Lin et al., 1975; 
Forster, 1986; Fogh, 1975; Glatt et al., 1990; Pool-Zobel et al., 2005]. Ähnlich der 
Muttersubstanz verhielt sich der Hauptmetabolit 1’-Hydroxymethyleugenol; selbst 
nach der Langzeitinkubation von 72 Stunden in Konzentrationen bis 100 µM erwies 
sich 1’-Hydroxymethyleugenol als nicht wachstumshemmend auf HT29 Zellen. 
Ebenso verhielt sich der Hauptmetabolit im SRB Test an V79 Zellen. Auch hier zeigte 
er bis 100 µM nach 72 Stunden wie die Muttersubstanz keinen Zellwachstumseffekt 
[Groh et al., 2012]. Auch im WST-1 Test konnte nach einstündiger und 24-stündiger 
Inkubation keine zytotoxischen Effekte von Methyleugenol und dem 
Hauptmetaboliten nachgewiesen werden [Groh et al., 2012]. In metabolisch 
kompetenteren Zellen wie den primären Rattenhepatozyten wurde für  
1'-Hydroxymethyleugenol ein IC50-Wert von 46 ± 14 µM errechnet [Cartus et al., 
2012]. Anders verhält sich Methyleugenol-2'-3'-epoxid, nach 48-stündiger Inkubation 
wurde in der höchsten Konzentration (100 µM) ein signifikanter Rückgang des 
Zellwachstums beobachtet. Nach 72-stündiger Inkubation wurde dieser Effekt bereits 
ab einer Konzentration ≥ 75 µM erfasst. Im SRB Test an V79 Zellen zeigte auch 
Methyleugenol-2',3'-epoxid nach 72-stündiger Inkubation zellwachstumshemmende 
Eigenschaften. Ebenso wurde im WST-1 Test an V79 Zellen ein signifikanter 
Rückgang der Zellviabilität sowohl nach einstündiger als auch 24-stündiger 
Inkubation in der höchsten Konzentrationen (100 µM) nachgewiesen [Groh et al., 
2012]. Epoxiden wird eine hohe Reaktivität zugesprochen [NTP, 2000]. Auch eine 
Umwandlung zu Diolen über Epoxidhydrolasen könnten die wachstumshemmenden 
Eigenschaften begründen [Yang et al., 1977; de Waziers et al., 1990; Decker et al., 
2009]. So besitzen V79 Zellen und HT29 Zellen Epoxidhydrolase-Aktivität [Glatt et 
al., 1990; Fogh, 1975]. Jedoch müssen die zytotoxischen Eigenschaften der Diole in 
weiteren Untersuchungen verifiziert werden. Nach 48-stündiger Inkubation von  
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HT29 Zellen mit dem Metaboliten 3’-Oxomethylisoeugenol wurde in der höchsten 
Konzentration von 100 µM ein signifikanter Rückgang des Zellwachstums 
festgestellt. Die maximale und signifikante Hemmung wurde nach 72-stündiger 
Inkubation mit 100 µM 3’-Oxomethylisoeugenol erreicht; hier betrug der 
Lebendproteinanteil nur mehr etwa 40% im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle 
(100%). Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen aus dem SRB Test und WST-1 
Test an V79 Zellen überein, auch hier wurden für 3'-Oxomethylisoeugenol 
zellwachstumshemmende und zytotoxische Eigenschaften festgestellt [Groh et al., 
2012]. Auch an den metabolisch kompetenten Rattenhepatozyten wurden 
zytotoxische Effekte nach 24-stündiger Inkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol 
festgestellt. Hier wurde im Resazurintest ein IC50-Wert von 328 ± 58 µM berechnet 
[Cartus et al., 2012]. Zusammenfassend wurden nur nach 48- und 72-stündiger 
Inkubation mit den Testsubstanzen Hemmeffekte auf das Wachstum von HT29 
Zellen detektiert, weshalb ein zu testender Konzentrationsbereich von 10 µM bis  
100 µM für die Versuchszeiten von maximal 24 Stunden festgelegt wurde. 
In der anschließenden Untersuchung zur DNA-schädigenden Wirkung von 
Methyleugenol und den oxidativen Metaboliten an HT29 Zellen mittels 
Einzelzellgelelektrophorese wurde nur eine marginale gentoxische Wirkung von 
Methyleugenol in der höchsten getesteten Konzentration von 100 µM nach  
24-stündiger Inkubation festgestellt. Im Vergleich zur Testung an V79 Zellen zeigte 
sich bei der 24-stündigen Inkubation mit Methyleugenol bereits ab einer 
Konzentration ≥ 50 µM eine signifikante DNA-schädigende Wirkung. Dies zeigt, dass 
V79 Zellen sensitiver auf die Testsubstanz reagieren. Eine mögliche Erklärung 
könnte die verschiedene Reparaturkinetik der DNA der beiden Zelllinien darstellen 
[Azqueta und Collins, 2013]. Weiter könnte die unterschiedliche Verdopplungszeit 
der Zelllinien von Bedeutung sein. Die Verdopplungszeit von V79 Zellen beträgt etwa 
12 Stunden, während sie bei HT29 Zellen zwischen 40-60 Stunden beträgt [DSMZ; 
Fogh, 1975]. Aus diesem Grund können V79 Zellen möglicherweise weniger Zeit für 
Reparaturmechanismen im Vergleich zu HT29 Zellen haben. Ebenso die 
Überexpression von Drug Efflux Transportern, insbesondere die ABC-Transporter, in 
Krebszelllinien können bei dem Vergleich dieser beiden Zelllinien eine wichtige Rolle 
spielen [Gottesman et al., 2002; Jendzelovsky et al., 2009]. So ist bekannt, dass 
Substanzen, die ABC Transporter aktivieren, auch Cytochrom P450 Enzyme 
induzieren [Lum und Gosland, 1995; Jendzelovsky et al., 2009]. Ein Zusammenspiel 
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von dem Efflux-System und den metabolischen Enzymen bilden damit eine effektive 
Methode der Substanz-Eliminierung aus Zellen. V79 Zellen haben keine CYP450 
Aktivität [Glatt et al., 1990]. Die Anwesenheit von CYP450 Enzymen und die 
Überexpression von ABC-Transporter in HT29 Zellen sprechen für eine schnellere 
Eliminierung der Testsubstanzen aus den HT29 Zellen als aus V79 Zellen, so dass 
dies auch eine vermutete Begründung für die niedrigere DNA-Strangbruchrate der 
Testsubstanz in HT29 Zellen darstellen kann. Genauere Untersuchungen zur 
Unterstützung dieser Hypothese sind jedoch notwendig. Die Datenlage zur 
Gentoxizität von Methyleugenol wird in der Literatur kontrovers diskutiert. 
Methyleugenol erwies sich in einigen in vitro Mutagenitätstests wie beispielsweise im 
Ames Salmonella typhimurium Test und im Escherichia coli Reversion Mutation Test 
ohne oder mit metabolischer Aktivierung als negativ [Brennan et al., 1996; Dorang et 
al., 1977; Mortelmann et al., 1986; Schiestl et al., 1989; Sekizawa und Shibamoto, 
1982]. Hingegen konnte in einer Studie von Hermann et al., gezeigt werden, dass 
Methyleugenol mutagen im Ames Salmonella typhimurium Test des Stammes TA100 
ist, welcher verschiedene SULTs exprimiert [Herrmann et al., 2012]. Ein 
gentoxisches Potential von Methyleugenol wurde auch im UDS-Test an 
Rattenhepatozyten im Konzentrationsbereich zwischen 10 und 500 µM 
nachgewiesen [Burkey et al., 2000]. Durch Inkubation von CHO-Zellen (Hamster-
Ovarien mit metabolischer Aktivierung) mit Methyleugenol wurden 
Schwesterchromatid-Austausche induziert [BgVV, 2002; NTP, 2000; Robison et al., 
2006]. Untersuchungen von Frau Rudakovski zur Mikrokerninduktion zeigten keine 
Erhöhung der Mikrokernrate durch Methyleugenol (Konzentration ≤ 100 µM) nach  
24-stündiger Inkubation in HT29 Zellen [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG 
Junprof. Dr. Esselen]. Auch an V79 Zellen zeigte sich keine Mikrokerninduktion durch 
Methyleugenol (≤ 100 µM) [Groh et al., 2012]. 
1’-Hydroxymethyleugenol zeigte im Vergleich zur Muttersubstanz ein deutlich 
gentoxisches Potential. Bereits ab einer Konzentration von 50 µM traten nach  
24-stündiger Inkubation erste signifikante DNA-Strangbrüche auf. Dieses Ergebnis ist 
vergleichbar mit den Ergebnissen an V79 Zellen. Auch hier zeigte sich ein deutlich 
gentoxisches Potential von dem 1'-Hydroxy-Metabolit mit einen DNA-
strangbrechenden Potential in Konzentrationen ≥ 25 µM [Groh et al., 2012]. 
Im Mikrokerninduktionstest zeigte der Hauptmetabolit im Gegensatz zur 
Muttersubstanz eine signifikante Erhöhung der Mikrokernrate an HT29 Zellen in allen 
  Ergebnisse und Diskussion 
 
 190 
getesteten Konzentrationen, jedoch war keine konzentrationsabhängige Wirkung 
festzustellen [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG Esselen]. Hingegen traten an 
V79 Zellen ähnlich der Muttersubstanz keine Bildung von Mikrokernen nach 
Inkubation mit 1’-Hydroxymethyleugenol auf [Groh et al., 2012].  
Methyleugenol-2',3'-epoxid zeigte ein deutlich stärkeres DNA-schädigendes Potential 
als die Muttersubstanz. Der Metabolit induzierte in HT29 Zellen DNA-Strangbrüche in 
Konzentrationen ≥ 25 µM. Diese Ergebnisse werden auch durch die Studie an  
V79 Zellen bestätigt. Auch hier besitzt Methyleugenol-2',3'-epoxid ein deutlich 
gentoxisches Potential [Groh et al., 2012]. Auch in der Untersuchung zur 
Mikrokerninduktion an HT29 Zellen wurde eine potente Wirkung in einer 
Konzentration von 100 µM beobachtet [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG 
Junprof. Dr. Esselen]. Ebenso wurde in der Studie von Frau Kajzar eine signifikante 
Zunahme an Mikrokernen nach einstündiger Inkubation in der höchsten 
Konzentration von 100 µM an V79 Zellen nachgewiesen [Groh et al., 2012]. Sowohl 
die Mikrokerninduktion als auch die DNA-strangbrechende Wirkung von 
Methyleugenol-2',3'-epoxid tragen möglicherweise zur gezeigten 
Wachstumshemmung bei; so wurde nach 72-stündiger Inkubation an V79 Zellen ein 
IC50-Wert von 82 ± 25 µM ermittelt und auch in HT29 Zellen wurde nach 72-stündiger 
Inkubation eine signifikant wachstumshemmend Wirkung in einer Konzentration von 
100 µM detektiert [Groh et al., 2012]. 
 
Im Gegensatz dazu wurde nach einstündiger Inkubation von HT29 Zellen mit  
3’-Oxomethylisoeugenol keine DNA-schädigende Wirkung beobachtet; jedoch kam 
es nach einer verlängerten Inkubationsdauer von 24 Stunden zu einem 
konzentrationsabhängigen Anstieg der DNA-Strangbruchrate. Die im Gegensatz zu 
den anderen Testsubstanzen verzögerte DNA-strangbrechende Wirkung von  
3’-Oxomethylisoeugenol könnte durch folgende Theorien möglicherweise begründet 
werden: Zum einen könnte 3’-Oxomethylisoeugenol weiter metabolisiert werden zu 
einem DNA-strangbrechenden "Sekundärmetabolit". Eine andere These könnte die 
zeitverzögerte Aufnahme von 3’-Oxomethylisoeugenol in die Zelle darstellen, zum 
Beispiel auf Grund des Proteinbindungsvermögen des Aldehyden. In einer 
Stabilitätsuntersuchung von 3'-Oxomethylisoeugenol gab es erste Hinweise, dass 
nach 24 Stunden 3'-Oxomethylisoeugenol möglicherweise durch 
Alkoholdehydrogenasen zu 3'-Hydroxymethylisoeugenol metabolisiert wird.  
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Diese Hinweise werden durch Stabilitätsuntersuchungen von  
3‘-Oxomethylisoeugenol nach Inkubation von V79 Zellen gestützt [Vallicotti, 
Forschungsarbeit 2012 in der AG Junprof. Dr. Esselen; unveröffentlichte Daten]. 
Basierend auf diesen Daten könnten die Ergebnisse der 
Gentoxizitätsuntersuchungen durch folgende Hypothese begründet werden. Auf 
Grund der strukturellen Ähnlichkeit des 3’-Hydroxymethylisoeugenol zu  
1’-Hydroxymethyleugenol konnte von einer vergleichbaren DNA-strangbrechenden 
Potenz ausgegangen werden, was auch in einer Untersuchung von  
3'-Hydroxymethylisoeugenol in der Einzelzellgelelektrophorese bestätigt werden 
konnte. Nach einstündiger Inkubation an V79 Zellen wurde für  
3’-Oxomethylisoeugenol bis 100 µM keine signifikante Erhöhung an Mikrokernen 
festgestellt, wohingegen nach 24-stündiger Inkubation es zu einer signifikanten 
Zunahme von Mikrokernen in Konzentrationen ≥ 50 µM kam [Groh et al., 2012]. Auch 
die Untersuchung der Mikrokernrate an HT29 Zellen zeigte nach 24-stündiger 
Inkubation eine konzentrationsabhängige Mikrokerninduktion in Konzentrationen  
≥ 10 µM [Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG Junprof. Dr. Esselen]. Zur 
Aufklärung des Wirkmechanismus der Mikrokernbildung durch die oxidativen 
Metabolite Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol wurde die 
CREST-Färbung durchgeführt. Hierbei zeigte sich der aneugene Ursprung 
chromosomaler Schäden in V79 Zellen. Daraus lässt sich ableiten, dass diese 
Metaboliten mit den Mikrotubulis des Spindelapparates reagieren können und somit 
eine Störung der Chromosomenverteilung hervorrufen [Rudakovski, Diplomarbeit 
2013 in der AG Junprof. Dr. Esselen]. Sowohl die DNA-Strangbrüche als auch die 
Mikrokerne könnten zu den gezeigten wachstumshemmenden Effekten von  
3’-Oxomethylisoeugenol beitragen (72-stündiger Inkubation, IC50-Wert von  
76 ± 11 µM an V79 Zellen und IC50-Wert von 100 ± 25 µM an HT29 Zellen ermittelt) 
[Groh et al., 2012]. In einer Studie von Cartus et al., wurden Desoxyadenosin- und 
Desoxyguanosin-Addukte nach Inkubation mit 3'-Oxomethylisoeugenol an 
Rattenhepatozyten nachgewiesen, was das gentoxische Potential dieses Metaboliten 
bestätigt [Cartus et al., 2012]. 
 
Um die potentiellen zellulären Zielstrukturen von Methyleugenol und seiner oxidativer 
Metaboliten zu charakterisieren, wurde eine mögliche Beeinflussung der  
Zellzyklusverteilung von HT29 Zellen bestimmt. Methyleugenol zeigte keinen Effekt 
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auf die Zellzyklusverteilung der Nocodazol-synchronisierten HT29 Zellen. Hingegen 
führte 1'-Hydroxymethyleugenol in einer Konzentration von 100 µM zu einem 
marginal arretierenden Effekt in der G2/M-Phase. Die Inkubationen mit 
Methyleugenol-2',3'-epoxid (100 µM) und 3'-Oxomethylisoeugenol (≥ 50 µM) führten 
zu einem signifikanten Festhalten der Zellen im Nocodazol-induziertem G2/M-Arrest 
[Rudakovski, Diplomarbeit 2013 in der AG Junprof. Dr. Esselen]. Die gezeigten 
Effekte auf den Zellzyklusverlauf stehen möglicherweise im Zusammenhang mit der 
Interaktion der Methyleugenolmetaboliten mit Zellteilungs-assoziierten Enzymen, wie 
z.B. Histondeacetylasen und Topoisomerasen, welche in der vorliegenden Arbeit mit 
in die Untersuchungen einbezogen wurden [Liu et al., 2013; Montariello et al., 2013; 
Saldanha et al., 2014]. Die Metaboliten Methyleugenol-2',3'-epoxid und  
3'-Oxomethylisoeugenol hemmten signifikant die HDAC-Aktivität in HT29 Zellen in 
Konzentrationen ≥ 50 µM [Groh et al., 2013]. Jedoch konnte kein Einfluss auf die 
HDAC Expression der Isoformen 1 - 6 (Abb. 59 bis Abb. 64) festgestellt werden. Dies 
deutet daraufhin, dass es sich um eine rein enzymatische Hemmwirkung handelt, 
was in weiterführenden Untersuchungen mit rekombinantem HDAC-Enzym verifiziert 
werden müsste. So könnte eine Beeinflussung der Expression der anderen HDAC-
Isoformen durch die Testsubstanzen erfolgen. Es sind bereits zahlreiche  
HDAC-Hemmstoffe bekannt, die die Aktivität des Enzyms beeinflussen, jedoch nicht 
die Expression, wie zum Beispiel Trichostatin A und Natriumbutyrat [Bi und Jiang, 
2006]. Es wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass Methyleugenolmetaboliten 
die zelluläre HDAC-Aktivität beeinflussen. 
Eine Beeinflussung der Topoisomerase-Aktivität wurde zunächst in zellfreien 
Testsystemen untersucht. Hierbei zeigte weder die Muttersubstanz noch einer der 
Metaboliten einen inhibierenden Effekt auf die Topoisomerase II (Abb. 68). Anders 
stellte sich jedoch die Wirkung auf Topoisomerase I dar. Hier zeigte  
Methyleugenol-2',3'-epoxid in der höchsten getesteten Konzentration einen 
Hemmeffekt auf die Topoisomerase-I-Aktivität. 3'-Oxomethylisoeugenol hemmte 
hoch potent die Aktivität rekombinanter  Topoisomerase I in Konzentrationen  
≥ 0,1 µM (Abb. 67). In der Literatur wurde Eugenol, welches auch zur Gruppe der 
Alkenylbenzene zählt, als Topoisomerasehemmstoff beschrieben [Maralhas et al., 
2006]. In einer weiteren Studie wurden protektive Effekte von Eugenol gegenüber 
dem Topoisomerasegift Doxorubicin im Hinblick auf dessen Kardiotoxizität an Ratten 
beschrieben [Fouad und Yacoubi, 2011]. Keine der Testsubstanzen führte zu einer 
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verstärkten Bindung von Topoisomerase an die DNA nach einstündiger Inkubation 
von HT29 Zellen; sie wirken nicht als so genannte Topoisomerasegifte (Abb. 69; Abb. 
70 und Abb. 71). Somit kann postuliert werden, dass es sich bei  
3'-Oxomethylisoeugenol um einen katalytischen Topoisomerase-I-Hemmstoff 
handelt, der möglicherweise die Wirkung klassischer Topoisomerase-I-Gifte, wie 
Camptothecin limitiert. Eine Untersuchung in der Einzelzellgelelektrophorese mit Prä- 
und Coinkubation von HT29 Zellen mit 3'-Oxomethylisoeugenol und 100 µM 
Camptothecin zeigte, dass 3'-Oxomethylisoeugenol in Konzentrationen ≥ 10 µM das 
DNA-strangbrechende Potential des Topoisomerasegiftes Camptothecin nach 
einstündiger Inkubation signifikant reduziert (Abb. 73). Nach 23-stündiger Inkubation 
mit 3'-Oxomethylisoeugenol und anschließender Coinkubation für eine Stunde mit 
Camptothecin war der Effekt nur in der höchsten Konzentration von 100 µM zu 
beobachten, da hier möglicherweise die DNA-strangbrechende Wirkung des 
Metaboliten selbst zum Tragen kommt. Zur weiteren Charakterisierung des 
Wirkmechanismus von 3‘-Oxomethylisoeugenol wurde der ICE-Bioassay nach Prä- 
und Coinkubation mit Camptothecin (100 µM) durchgeführt. 3'-Oxomethylisoeugenol 
hemmte signifikant die Topoisomerase-I-DNA-Komplexstabilisierung durch 
Camptothecin in einer Konzentration von 100 µM, was die Hypothese unterstützt, 
dass es sich bei 3‘-Oxomethylisoeugenol um einen katalytischen Topoisomerase I 
Hemmstoff handelt (Abb. 74).  
Auf Grund der DNA-strangbrechenden Wirkung sowie DNA-Schaden-assoziierter 
Zielenzyme wurde der Einfluss von Methyleugenol und den ausgewählten oxidativen 
Metaboliten auf die Expression von phosphoryliertem H2AX (γH2AX,) als ein 
Biomarker für DNA-Doppelstrangbrüche untersucht [Redon et al., 2002; Bonner et 
al., 2008; Dickey et al., 2009; Watters et al., 2009; Mah et al., 2010]. Es zeigte sich 
für Methyleugenol ein marginaler Anstieg der γH2AX Expression ohne jedoch ein 
statistisches Signifikanzniveau zu erreichen (Abb. 75). 1‘-Hydroxymethyleugenol 
erhöhte die Expression von γH2AX in Konzentrationen ≥ 50 µM und auch die 
Metaboliten Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol induzierten 
signifikant den Proteinstatus für γH2AX in Konzentrationen von 100 µM (Abb. 75). 
Auf Grund der erhöhten Expression von γH2AX wurde auch der Einfluss der 
Testsubstanzen auf den Phosphorylierungsstatus der Kinasen ATM und ATR 
untersucht. Durch eine vorliegende DNA-Schädigung (vor allem durch DNA-
Doppelstrangbrüche) werden ATM und ATR aktiviert. Die Phosphorylierung von ATM 
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und ATR wird daher als weiterer Biomarker für eine DNA-schädigende Wirkung 
verwendet [Kastan und Lim, 2000; Motoyama und Naka, 2004]. Dabei zeigte sich 
nach 24-stündiger Inkubation der Testsubstanzen keine Steigerung der 
Phosphorylierung von ATM und ATR (Abb. 77 und Abb. 78). Nur nach zweistündiger 
Inkubation konnte eine Wirkung auf den Expressionsstatus von ATM und ATR 
gezeigt werden (Abb. 79 und Abb. 80). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen 
der Einzelzellgelelektrophorese. So wurden bereits nach einstündiger Inkubation mit 
den Testsubstanzen an V79 Zellen DNA-Schäden detektiert [Groh et al., 2012]. Die 
ATM/ATR-Phosphorylierung ist eine schnelle Signalantwort auf DNA-Strangbrüche 
[Palii et al., 2013]. Nach 24 Stunden ist möglicherweise das zelluläre Signal wieder 
aufgehoben und ATM/ATR-nachfolgende Zielenzyme, wie zum Beispiel CHK1, CHK2 
und p53, aktiviert [Kastan und Lim, 2000; Motoyama und Naka, 2004; Shiloh, 2003]]. 
Im Einklang zu den Daten der H2AX-Phosphorylierung führte Methyleugenol nur zu 
einem marginalen Anstieg der Expressionsrate von phospho-ATM und phospho-
ATR. Auch führte die 24-stündige Inkubation mit Methyleugenol zu einem marginalen 
Anstieg des Phosphorylierungsstatus von CHK1 und p53. Die Metaboliten führten 
nach zweistündiger Inkubation zu signifikanten Effekten auf die Expression von 
phospho-ATM und phospho-ATR; so steigerten 1'-Hydroxymethyleugenol und  
3'-Oxomethylisoeugenol den Phosphorylierungsstatus von ATM und ATR in 
Konzentrationen von 100 µM. Nach Inkubation mit Methyleugenol-2',3'-epoxid wurde 
ab einer Konzentration von 50 µM eine erhöhte Expression von phospho-ATM und 
ab 100 µM eine signifikante Erhöhung des Proteinstatus von phospho-ATR 
detektiert. Das Resultat des Einflusses auf den Phosphorylierungsstatus von ATM 
und ATR nach Kurzzeitinkubation bestätigt die in der Einzelzellgelelektrophorese 
beobachtete DNA-schädigende Wirkung von Methyleugenol und den Metaboliten. So 
induzierten die Substanzen sowohl nach einstündiger Inkubation als auch nach  
24-stündiger Inkubation DNA-Strangbrüche [Groh et al., 2012]. Mit Ausnahme des 
Metaboliten 3'-Oxomethylisoeugenol, da nach einstündiger Inkubation mit  
3'-Oxomethylisoeugenol keine DNA-schädigende Wirkung detektiert wurde. Eine 
mögliche DNA-Schädigung nach zweistündiger Inkubation mit diesem Metaboliten 
müsste noch untersucht werden. Weiter gab eine Stabilitätsuntersuchung Hinweise 
darauf, dass 3'-Oxomethylisoeugenol zu 3'-Hydroxymethylisoeugenol metabolisiert 
wird. Dieser Metabolit zeigte DNA-strangbrechendes Potential nach einstündiger 
Inkubation von HT29 Zellen. 
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Nach 24-stündiger Inkubation der HT29 Zellen mit den Metaboliten wurden der 
Phosphorylierungsstatus von CHK1 signifikant beeinflusst; so steigerte  
1'-Hydroxymethyleugenol und 3'-Oxomethylisoeugenol die Expression ab einer 
Konzentration von 100 µM und Methyleugenol-2',3'-epoxid bereits ab einer 
Konzentration von 50 µM (Abb. 81). Weiter zeigte sich ein Effekt auf die Expression 
des CHK-nachgeschalteten Tumorsuppressorproteins p53 nach 24-stündiger 
Inkubation mit den Metaboliten (Abb. 83). 1'-Hydroxymethyleugenol und 
Methyleugenol-2',3'-epoxid steigerten in Konzentrationen ≥ 50 µM signifikant den 
Phosphorylierungsstatus von p53. Auch 3'-Oxomethylisoeugenol steigerte die 
Expression von phospho-p53 in der höchsten getesteten Konzentration von 100 µM. 
Die Steigerung des Phosphorylierungsstatus von p53 steht mit dem beobachteten 
G2/M-Arrest nach Inkubation mit den Testsubstanzen in Verbindung. Auch ist in der 
Literatur die Aktivierung von p53 über CHK1 beschrieben [Gottifredi et al., 2001; Yi-
Hung et al., 2005; Bo et al., 2014]. 
Eine Beeinflussung des Phosphorylierungssstatus von CHK2 und des DNA-
Reparaturenzyms BRCA1 nach 24-stündiger Inkubation mit den Testsubstanzen 
konnte hingegen in Konzentrationen bis 100 µM nicht nachgewiesen werden (Abb. 
82 und Abb. 84). Jedoch wurde die Induktion der Apoptose über p53 und Caspase 3 
durch die Metaboliten beobachtet [Ates, Diplomarbeit 2014 im AK Junprof. Dr. 
Esselen]. 
Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass die oxidativen Metaboliten von 
Methyleugenol einen erheblichen Anteil zur Toxizität der Muttersubstanz durch ihre 
ausgeprägte Reaktivität gegenüber verschiedenen zellulären Zielstrukturen 
beitragen. Dabei kommen unterschiedliche Wirkmechanismen der Gentoxizität zum 
Tragen, wie die Beeinflussung von HDAC und Topoisomerase I sowie Effekte auf die 
Signaltransduktionskaskade von ATM und ATR und die Störung des mitotischen 
Spindelapparates und des Zellzyklusverlaufs. Insgesamt weisen diese Ergebnisse 
darauf hin, dass die zelluläre DNA-Schadensantwort in Verbindung mit der 
Apopotoseinduktion einen Beitrag zur fehlenden in vitro Mutagenität der 
Testsubstanzen leistet.  
Auf Grund der hier erzielten Ergebnisse scheint es notwendig, für eine vollständige 
Risikoevaluierung die verschiedenen Wirkmechanismen der unterschiedlichsten 
Metaboliten und nicht nur des 1'-Hydroxy-Metaboliten mit in die Bewertung 
einzubeziehen. 




Methyleugenol ist ein sekundärer Pflanzeninhaltsstoff, der in verschiedenen Kräutern 
und Gewürzen vorkommt. In Form von natürlichen ätherischen Ölen findet 
Methyleugenol als Aromastoff in Lebensmitteln und als Duftstoff in Kosmetika 
Verwendung [Gardner et al., 1997; NTP, 2000]. Methyleugenol wurde auf Grund von 
Ergebnissen aus Tierstudien als gentoxisches Kanzerogen eingestuft [SCF, 2001]. 
Ein Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf wirkmechanistischen Untersuchungen zur 
Gentoxizität von Methyleugenol und ausgewählten oxidativen Phase-I-Metaboliten. 
So wurden direkt gentoxische Wirkmechanismen, wie die Induktion von DNA-
Strangbrüchen oder Mikrokernen in der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 
detektiert. Hierbei zeigte sich der aneugene Ursprung chromosomaler Schäden. 
Mögliche Interaktionen mit Proteinen des Spindelapparates müssen in 
weiterführenden Studien verifiziert werden. Auf Grund der fehlenden in vitro 
Mutagenität der Verbindungen im V79-HPRT-Genmutationstest [Groh et al., 2012] 
sollten weitere Wirkmechanismen zum DNA-strangbrechenden Potential sowie 
potentielle Effekte auf DNA-Reparaturprozesse durch die Testsubstanzen 
charakterisiert werden. 
Die Metaboliten Methyleugenol-2',3'-epoxid und 3'-Oxomethylisoeugenol hemmen im 
mikromolaren Konzentrationen die HDAC- und Topoisomerase-I-Aktivität und tragen 
somit möglicherweise zum DNA-strangbrechenden Potential bei.  
3'-Oxomethylisoeugenol wurde dabei als katalytischer Hemmstoff humaner 
Topoisomerase I identifiziert, welcher signifikant die DNA-strangbrechende Wirkung 
und die Enzym/DNA-stabilisierenden Effekte des Topoisomerase-I-Giftes 
Camptothecin hemmt. In Folge der Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen durch 
die Testsubstanzen kommt es nach Kurzzeitinkubation (2 Stunden) zur Aktivierung 
der ATM/ATR-Signalkaskade und einer Arretierung der Zellen in der G2/M-Phase des 
Zellzyklus nach 36 Stunden. Im weiteren Verlauf wurde gezeigt, dass die Aktivierung 
des Tumorsuppressorproteins p53 durch die Testsubstanzen ein Anschalten 
apoptotischer Prozesse, wie Caspase-3-Aktiverung und PARP-Spaltung, bedingt. 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die zelluläre DNA-Schadensantwort in 
Verbindung mit dem programmierten Zelltod dazu beitragen, dass die initialen 
gentoxischen Wirkungen der Substanzen zu keiner direkten Mutagenität in vitro 
führen. Insgesamt konnte die Arbeit zeigen, dass reaktive oxidative Metaboliten von 
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Methyleugenol eine Vielzahl zellulärer Strukturen beeinflussen und eine potentielle in 
vitro Gentoxizität aufweisen, weshalb sie in ihrer Gesamtheit in der Risikobewertung 
der Ausganssubstanz berücksichtigt werden sollten. 
 
Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der 
posttranslationalen Histondeacetylase-Modifikation durch Polyphenole. Dabei 
wurden drei Vertreter Chlorogensäure (Kaffee), (-)-Epigallocatechin-3-gallat (EGCG, 
Grüntee), Genistein (Soja), die in größeren Mengen mit unserer Nahrung 
aufgenommen werden, mit in die Untersuchungen einbezogen. Die drei untersuchten 
Polyphenole beeinflussten die SUMO E1 Expression. Weiter wurde gezeigt, dass 
EGCG und Genistein Einfluss auf die HDAC-Aktivität und auf den HDAC 1 
Proteinstatus in der intakten Kolonkarzinomzelllinie nehmen. HDAC gehört zu den 
SUMO-Substratproteinen, so dass eine Interaktion zwischen SUMO E1 und HDAC 1 
nach Inkubation mit den Polyphenolen nachgewiesen werden konnte. EGCG und 
Genistein beeinflussen möglicherweise epigenetische Signalwege in Tumorzellen, 
welche die Hypothese chemopräventiver Eigenschaften der Polyphenole 
unterstützen. Jedoch ist auch bekannt, dass EGCG und Genistein DNA-
Strangbrüche induzieren [Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani  et al., 2007; 
Lu et al., 2013; Yuquan et al., 2001]. Inwieweit eine Beeinflussung der DNA-Integrität 
durch HDAC-Hemmstoffe ein Risiko für nicht-tumor Zellen darstellt und somit die 
Anwendung solcher Polyphenole z.B. als Nahrungsergänzungsmittel limitiert, muss in 
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7. Material und Methoden 
7.1 Zellkultur 
7.1.1 Zelllinie 
Bei der HT29 Zelllinie handelt es sich um humane Kolonkarzinomzellen. Sie wurden 
erstmals 1964 aus einem Adenokarzinom des Kolons einer 44-jährigen Frau 
kaukasischer Abstammung isoliert. Dieser Tumor wird als heterotransplantabel 
beschrieben und bildet gut differenzierte Tumore ersten Grades aus [DSMZ, 2013]. 
Die Zellen wachsen adhärent als Monolayer oder in Kolonien. Die Verdopplungszeit 
beträgt 40 - 60 Stunden [Fogh, 1975]. 
HT29 Zellen werden in „Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium“ (DMEM mit 4,5 g/L 
Glukose, ohne Natriumpyruvat, Invitrogen) mit 10 % fetalem Kälberserum (FKS) und 
1% Penicillin/Streptomycin (PS, 10000 Einheiten/ 10000 µg/mL) bei 37°C, 5% CO 2 
und 95% Luftfeuchte kultiviert. 
 
7.1.2 Auftauen von Zellen 
Die bei -80°C im Kryoröhrchen gelagerten Zellen wer den im Wasserbad bei 37°C 
aufgetaut. Die Zellsuspension enthält 10% DMSO als Frostschutzmittel, so dass sie 
sofort mit 10 mL vorgewärmtem Kulturmedium verdünnt werden muss. Anschließend 
wird die Zellsuspension für fünf Minuten bei 200 g zentrifugiert. Der Überstand wird 
verworfen und das Zellpellet in 10 mL Kulturmedium, welches 20% FKS enthält, 
aufgenommen. Die Zellen werden mehrfach resuspendiert und in eine Kulturflasche 











Der regelmäßige Wechsel des Mediums ist notwendig, da bestimmte Bestandteile 
des Mediums von den Zellen metabolisiert werden oder bei 37°C im Laufe der Zeit 
zerfallen. Dieser Prozess wird durch einen Farbumschlag des pH-Indikators 
(Phenolrot) im Medium von rot nach gelb sichtbar, dies rührt von der Metabolisierung 
von Glukose nach Laktat her. 
Nur durch den regelmäßigen Wechsel können das Wachstum und die Vitalität der 
Zellen erhalten bleiben [Lindl, 2008]. 
7.1.4 Subkultivieren (Passagieren) der Zellen 
Wenn die gesamte Oberfläche der Kulturflasche mit Zellen bedeckt ist, wird von 
Konfluenz gesprochen. Da sich die Zellen beim Erreichen der Konfluenz in engem 
Kontakt befinden und keinerlei freie Oberfläche als Substrat vorhanden ist, hören die 
meisten Zellen auf sich zu teilen (Kontaktinhibition). Dies kann sogar zum Absterben 
der Zellkultur führen. 
Aus diesem Grund ist es notwendig, die Zellen nach erreichter Maximaldichte zu 
subkultivieren, dies wird auch als „passagieren“ bezeichnet. 
Am häufigsten wird eine Trypsin-Lösung zum Passagieren der Zellen verwendet. 
Dabei ist darauf zu achten, dass die Zellen nicht zu lange mit der Protease Trypsin 
behandelt werden, da dies die Zellen irreversibel schädigen kann. 
Bevor man mit der Trypsin-Behandlung beginnt, sollten die Zellen mit PBS (einer 
phosphatgepufferten Salzlösung) gespült werden, da kleinste Reste des Mediums 
das Enzym in seiner Wirkung hemmen. Insbesondere das im Medium enthaltene 
FKS ist für die Inaktivierung des Trypsins verantwortlich.  
Das Trypsin entfaltet seine optimale Wirkung bei 37°C. Die optimale Einwirkzeit ist 
erreicht, wenn sich die Mehrzahl der Zellen von dem Flaschenboden abgelöst hat. 
Dann wird der Trypsinierungsprozess durch Zugabe von FKS-haltigem Medium 
gestoppt und die Zellen werden mehrmals resuspendiert, damit sie sich vereinzeln 
und unter Verdünnung weiter kultiviert bzw. für die Versuche eingesetzt werden 
können [Lindl, 2008]. 
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Lösungen und Reagenzien zum Subkultivieren von Zellen: 
Nährmedium 
 500 mL DMEM "high glucose" (4,5 g/L) mit L-Glutamin 
 10% FKS 
 1% PenStrep 
 Lagerung bei 4°C 
 
PBS-Stammlösung 
 4,2 g KH2PO4 
 
180 g NaCl 
 8,18 g Na2HPO4 
 mit H2Obidest auf 1L auffüllen 
 pH = 7,4 einstellen 
 Lagerung bei 4°C 
 
PBS-Gebrauchslösung 
 25 mL Stammlösung mit 475 mL H2Obidest verdünnen 
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7.1.5 Einfrieren und Lagern von Zellen 
Die passagierten Zellen werden in serumhaltigen Medium mehrfach resuspendiert. 
Der Zellsuspension werden 10% DMSO zugesetzt, damit eine Kristallbildung und 
damit das Platzen der Zellen verhindert werden kann. In dieser Konzentration wirkt 
DMSO jedoch zelltoxisch, so dass die Zellsuspension direkt in 1 mL Aliquots 
abgefüllt auf -20°C heruntergekühlt wird. Nach ca. 12 Stunden können die Zellen bei 
-80°C gelagert werden [Lindl, 2008]. Schonender kön nen Zellen auch in FKS 
eingefroren werden. So wird zunächst ein DMSO-FKS-Gemisch aus 1,2 mL DMSO 
und 2,8 mL FKS hergestellt. Danach werden 500 µL dieses Gemisches in jedes 
Kryoröhrchen vorgelegt. Die passagierten Zellen werden in serumhaltigem Medium 
(20% FKS) aufgenommen und mehrfach resuspendiert. Anschließend wird 1 mL der 
Zellsuspension zu dem DMSO-FKS-Gemisch zugegeben und auf -20°C 
heruntergekühlt. Auch hier werden die Zellen nach etwa 12 Stunden bei -80°C 
gelagert. 
7.1.6 Mykoplasmentest 
Mykoplasmen sind die kleinsten sich selbst vermehrenden Prokaryonten [Razin et 
al., 1998]. Sie sind in ihrer Form variabel und ihre Größe schwankt zwischen 0,2 und 
2 µm. Diese Art der Bakterien ist gegen Penicillin und seine Derivate resistent. 
Anstatt einer Zellwand weisen sie nur eine dreischichtige Zytoplasmamembran auf 
[Falbe und Regitz, 1999]. 
Mykoplasmen wachsen auf der Oberfläche von Zellen ohne diese zu überwuchern 
(Abb.85 A, B). In der Zellkultur sind ca. 20 verschiedene Spezies beschrieben 
worden, wovon sechs besonders häufig sind: Mykoplasma (M.) orale, M. hyorhinis, 
M. arginini, M. fermentans, M. hominis und Acholeplasma laidlawii. Die Folge einer 
Mykoplasmenkontamination können Veränderungen im Stoffwechsel der infizierten 
Zellkultur sein. Dies kann zu unangenehmen Artefakten bis hin zu 
Fehlinterpretationen von Versuchsergebnissen führen. 
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          A                                    B                                             C 
                
       
Abb.85: A: Zellen ohne Mykoplasmenbefall; B: Zellen mit Mykoplasmenbefall; DNA-Färbung mit 
DAPI oder Hoechst 33258; C: Färbung von Zellen mit DAPI und Sulforhodamin (blau: DNA-
DAPI-Komplex; rot: Plasmaprotein)  
[WWW.MEDUNIWIEN.AC.AT; BIOMEDIZINISCHE METHODEN] 
 
Kontaminationen mit Mykoplasmen können am schnellsten durch die Anfärbung der 
Mykoplasmen-DNA mit dem speziell an DNA bindenden Fluorochrom DAPI  
(4’,6-Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid) festgestellt werden. Für den Nachweis 
wird ein Superfrost-Objektträger in eine Petrischale gelegt und mit mehreren Tropfen 
Zellsuspension beschichtet. Die Petrischale wird mit 10 mL Medium aufgefüllt. Am 
darauf folgenden Tag wird der mit Zellen bewachsene Objektträger aus der 
Petrischale entnommen und mit -20°C kaltem Methanol  übergossen. Zur Fixierung 
der Zellen wird der Objektträger über Nacht bei -20°C in Methanol gelagert. 
Anschließend wird mit einer DAPI/Sulforhodamin 101 Lösung angefärbt. Nach dem 
Auflegen eines Deckglases und dem Auftragen eines Öltropfens werden die Zellen 
unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die DNA-DAPI-Komplexe erscheinen 
blau-weiß (Abb.85C), während das Plasmaprotein durch das Sulforhodamin rot 
eingefärbt ist. Eine Kontamination mit Mykoplasmen liegt vor, wenn – meist um den 
Zellkern herum – blau-weiße Punkte im rotgefärbten Plasma zu erkennen sind [Lindl, 
2008]. 
Lösungen und Reagenzien für Mykoplasmen Test: 
DAPI/SRB 101 Lösung 
 200 mM Tris 
 200 mM NaCl 
 8 µM DAPI 
 50 µM SRB 101 
 in H2Obidest. lösen und pH 7,6 einstellen 
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7.1.7 Elimination von Mykoplasmen 
Die Behandlung mit Antibiotika hat sich als gute Methode zur Kurierung von 
mykoplasmeninfizierten Zellen bewährt [Hay et al., 1989; Uphoff und Drexler, 2002; 
Gstraunthaler und Lindl, 2013]. Die Verwendung von Tiamutin und Minocyclin ist gut 
etabliert, da Mykoplasmen innerhalb kurzer Zeit (16-23 Tage) abgetötet werden, 
ohne Resistenzen hervorzurufen oder toxisch auf die Zellen zu wirken [Schmidt und 
Erfle, 1984]. Die beiden Antibiotika werden wie folgt eingesetzt: Tiamutin mit 10 
µg/mL für drei Tage, danach Minocyclin mit 5 µg/mL für weitere vier Tage; dieses 
Schema kann ein- bis zweimal wiederholt werden. Eine weitere Methode zur 
Behandlung von mykoplasmeninfizierten Zellen ist die Anwendung von MRA 
(Mycoplasma Removal Agent, 4-Oxo-Chinolin-3-Carboxylsäure). MRA hemmt 
spezifisch die DNA-Gyrase der Mykoplasmen. Das Präparat wird für eine Woche bei 
einer Konzentration von 0,5-1 µg/mL eingesetzt. 
Weitere Antibiotika, die gegen Mykoplasmen Verwendung finden, sind: Gentamycin, 
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7.1.8 Bestimmung der Zellzahl 
Um die Zellzahl zu bestimmen, wird die Neubauer-Zählkammer (Hämocytometer) 
verwendet (Abb.86). Dazu wird eine kleine Menge der Zellsuspension (ca. 25 µL) 




Abb.86: Neubauer-Zählkammer  
[WWW.NOVOGLAS.DE] 
 
Zunächst müssen die Zellen mit Hilfe eines Farbstoffes, Trypanblau, angefärbt 
werden. Dabei handelt es sich um einen sauren Diazofarbstoff (als Grundköper 
beinhaltet er das o-Tolidin), der als Polyanion an das Protein binden kann (Abb.87). 
Mit diesem Farbstoff kann auch die Viabilität der Zellen bestimmt werden, so werden 
tote Zellen blau gefärbt, wohingegen die vitalen Zellen unter dem Mikroskop weiß 
erscheinen, da diese den Farbstoff aktiv aus der Zelle transportieren können. 
Die Farbaufnahme der Zellen ist pH-Wert abhängig, wobei die maximale Aufnahme 
bei pH 7,5 liegt. Da Trypanblau zytotoxisch ist, muss das Auszählen der Zellen 
unmittelbar nach der Zugabe des Farbstoffes erfolgen. 
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Die Zellkammer wird dann mit Trypanblau versetzter Zellsuspension befüllt. Die 
Kammer darf dabei nicht unter- oder überfüllt werden, da Oberflächenspannungen 
das Volumen der Zählkammer verändern können. 
Die Zählkammer besteht aus neun großen Quadraten. Jedes große Quadrat hat eine 
Fläche von 1 mm2 und eine Tiefe von 0,1 mm; dies ergibt ein Volumen von 0,1 µL 
(Abb.88A). 
A B 
           
           
 
 
   
 
 
Abb.88: A: Netzeinteilung einer Neubauer-Zählkammer; B:  Zählweise der Neubauer-Zählkammer,  
             ° nicht gezählte und • gezählte Zellen  
[Lindl, 2008] 
 
Es werden mindestens vier große Quadrate ausgezählt, dabei beginnt man meist 
oben links. Damit eine Mehrfachzählung der Zellen vermieden wird, werden nur die 
Zellen berücksichtigt, die auf den oberen und auf den linken Rand fallen (Abb.88 B). 
Um die Zellkonzentration pro mL zu berechnen, wird der Wert mit dem Kammerfaktor 
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Berechnung der Zellzahl: 






     
 
 




:  Mittelwert 
 
VF:  Verdünnungsfaktor (Zellsuspension mit Trypanblau in dieser Arbeit 1:10   



















Für die einzelnen durchgeführten Versuche wurden die in Tabelle 12 dargestellten 
Zellzahlen verwendet. 
Tab.12: Schema der verwendeten Zellzahlen 
 SRB Test Comet Assay Western Blot ICE Assay HDAC-Aktivitätstest 
Zelllinie HT29 HT29 HT29 HT29 HT29 
Zellzahl für 1 h 
Inkubation - 
300.000 Zellen 
pro Petrischale - 
6 Mio. Zellen pro 
Petrischale 
 5000 Zellen pro 
Loch 
Zellzahl für 2 h 
Inkubation - 
300.000 Zellen  
pro Petrischale 
5 Mio. Zellen pro 
Petrischale - - 
Zellzahl für 24 
h Inkubation 




4,5 Mio. Zellen 
pro Petrischale - - 
Zellzahl für 48 
h Inkubation 
20.000 Zellen pro 
Loch - - - - 
Zellzahl für 72 
h Inkubation 
4.500 Zellen pro 
Loch - - - - 
Material 24-Loch Platten Ø 60 mm Petrischalen 
Ø 150 mm 
Petrischalen 
Ø 150 mm 
Petrischalen 96-Loch Platte 
Medium 10% FKS; 1% P/S 10% FKS; 1% P/S 10% FKS; 1% P/S 10% FKS; 1% P/S 10% FKS; 1% P/S 
 
Von jeder Substanz wurde eine 100 mM Stammlösung angesetzt: 








Molare Masse 178 g/mol 194 g/mol 194 g/mol 192 g/mol 
100 mM 
Stammlösung 
17,8 mg auf  
1 mL DMSO 
19,4 mg auf  
1 mL DMSO 
19,4 mg auf  
1 mL DMSO 
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Aus der 100 mM Stammlösung der Testsubstanzen wurde folgende 
Verdünnungsreihe erstellt (Tab.14), dabei soll die eingesetzte DMSO Konzentration 
0,5% im Endansatz betragen (1:200 Verdünnung). 
Tab.14: Schema der verwendeten Verdünnungsreihe 
Konzentration eingesetzte Menge der Stammlösung Menge an DMSO 
Konzentration im 
Endvolumen 
40 mM 40 µL 60 µL 200 µM 
20 mM 20 µL 80 µL 100 µM 
15 mM 15 µL 85 µL 75 µM 
10 mM 20 µL 180 µL 50 µM 
5 mM 50 µL (10 mM) 50 µL 25 µM 
2 mM 20 µL (10 mM) 80 µL 10 µM 
1 mM 10 µL (10 mM) 90 µL 5 µM 
1 mM 20 µL (1 mM) 80 µL 1 µM 
0,2 mM 20 µL (0,1 mM) 80 µL 0,1 µM 
0,02 mM 20 µL (0,01 mM) 80 µL 0,01 µM 
0,002 mM 20 µL (0,001 mM) 80 µL 0,001 µM 
 
Zum Erreichen der jeweiligen Endkonzentration wurden die Lösungen je nach 
Versuch mit Medium verdünnt (Tab.15). 
Tab.15: Eingesetzte Volumen zur Erreichung der Endkonzentration (0,5% DMSO) 
Versuch benötigtes Volumen eingesetzte Menge der jeweiligen Konzentration 
SRB 5 mL 25 µL 
Comet Assay 5 mL 25 µL 
Western Blot 15 mL 75 µL 
ICE-Assay 15 mL 75 µL 
HDAC-Aktivitätstest 1 mL 5 µL 
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7.3 Untersuchung zur Wachstumshemmung  
      (Sulforhodamin B-Test) 
Zellwachstumshemmende Wirkungen von Testsubstanzen lassen sich schnell mit 
dem photometrischen Standardverfahren des SRB-Tests nachweisen. Dieser Test 
beruht auf der Anfärbung des Lebendproteins mit dem Xanthenfarbstoff 
Sulforhodamin B (Abb. 89). Unter schwach sauren Bedingungen binden die polaren 
Sulfongruppen des Farbstoffs elektrostatisch an die basischen Aminosäuren der 
Proteine. Der Farbstoff kann unter basischen Bedingungen wieder aus den 
Zellproteinen herausgelöst und bei einer Wellenlänge von 570 nm gemessen werden 
[Skehan et al., 1990].  
 
















Aussaat und Inkubation: 
Die Zellen werden in einer 24-Loch Platte ausgesät und für 48h bei 37°C, 5% CO 2 
und 95% Luftfeuchte anwachsen gelassen. Für die 24-stündige Inkubation werden 
30.000 Zellen pro Loch, für 48-stündige Inkubation 20.000 Zellen pro Loch und für 
72-stündige Inkubation 4.500 Zellen pro Loch ausgesät. Danach erfolgt die 
Substanzinkubation (Kap.7.2) eine Lösungsmittelkontrolle (DMSO; 0,5%) wird 
mitgeführt.  
Fixierung: 
Die nach der Inkubation noch lebenden Zellen werden am Plattenboden fixiert und 
die überschüssigen Zell- und Mediumreste entfernt. Dazu wird die Substanzreaktion 
mit 100 µL Trichloressigsäure (TCA, 50%ig) pro Well abgestoppt. Die Zellen werden 
zur weiteren Fixierung 1h bei 4°C gelagert. Danach wir das TCA-haltige Medium 
verworfen und die Platten viermal vorsichtig unter kaltem fließenden Wasser 
gewaschen. Anschließend werden die Platten bei 60°C  für 1h getrocknet. 
Färbung und Messung: 
Die fixierten Zellen werden mit 250 µL Sulforhodamin B-Reagenz (SRB; 4% in 
1%iger Essigsäure) pro Well angefärbt und für 30 min im Dunkeln einwirken 
gelassen. Dann wird der nicht an das Zellprotein gebundene Farbstoff durch 
zweimaliges Waschen unter kaltem fließenden Wasser und zweimaligem Waschen 
mit 1%iger Essigsäure entfernt. Die Platten werden erneut bei 60°C für 1h 
getrocknet. Abschließend wird der Farbstoff mit Hilfe von 1mL pro Well Tris-Base (pH 
= 10,4) gelöst und die Platten mittels Mikrotiterplattenlesegerät photometrisch bei 
einer Wellenlänge von 570 nm vermessen. 
Um die wachstumshemmende Eigenschaft der Substanzen zu bestimmen, werden 
die Mittelwerte und Standardabweichungen der Lösungsmittelkontrolle und der 
Testsubstanzen berechnet. Die Mittelwerte der gemessenen Proben werden auf die 
Mittelwerte der DMSO-Kontrolle bezogen. Daraus wird letztlich der IC50-Wert 
ermittelt, der die Testsubstanzkonzentration angibt, bei der die Wachstumsrate 50% 
gegenüber der Lösungsmittelkontrolle beträgt. 
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Lösungen und Reagenzien für SRB-Test: 
Trichloressigsäure (TCA)  
 50 %ig (w/v) in H2Obidest 
 
Essigsäurelösung 
  1 %ig (v/v) in H2Obidest 
 
Sulforhodamin B-Lösung 
  0,4 %ig (w/v) in 1 %iger Essigsäurelösung 
 
Tris-Base (pH 10) 
 10 mM Tris in H2Obidest 
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7.4 Einzelzellgelelektrophorese (Comet Assay) 
Die Einzelzellgelelektrophorese, auch wegen des Kometen-ähnlichen Schweifs der 
DNA-Fragmente als Comet Assay bezeichnet, ist eine Methode zur Detektion von 
DNA-Schäden auf Einzelzellniveau. Dabei handelt es sich um eine schnelle und 
sensitive Methode, die es ermöglicht verschiedene Formen von DNA-Strangbrüchen 
zu erfassen, wie z.B. Einzel- und Doppelstrangbrüche, alkali-labile Stellen sowie 
Strangbrüche durch oxidativen Stress. 
Der Test ist auf die Beobachtungen von Ostling und Johanson zurückzuführen, die 
zeigten, dass auch strahlungsabhängige Doppelstrangbrüche mittels neutraler 
Elektrophorese detektierbar sind. So wurde gezeigt, dass sich Zellkerne mit 
geschädigter DNA während der Elektrophorese im Gegensatz zu Zellkernen mit 
ungeschädigter DNA in Richtung Anode ausbreiten [Ostling et al., 1984]. Der 
Nachweis von DNA-Einzelstrangbrüchen war durch dieses Verfahren nicht möglich, 
da die DNA im neutralen pH-Bereich als Doppelhelix und nicht in Einzelstränge 
separiert vorliegt. Eine erhöhte Sensitivität der Methode konnte durch die Änderung 
des pH-Bereichs ins Alkalische erreicht werden [Singh et al., 1988]. So können in 
einem pH-Bereich > 13 Doppelstrang-, Einzelstrangbrüche, alkali-labile Stellen und 
DNA-crosslinks nachgewiesen werden. Nach neueren Erkenntnissen wird postuliert, 
dass keine DNA-Fragmente in das Agarose-Gel migrieren. Die intakte DNA liegt 
superspiralsiert vor; wenn die superspiralisierte DNA durch einen DNA-Strangbruch 
relaxiert wird, entsteht ein DNA-"Loop", welcher in einer Elektrophorese in Richtung 
Anode wandern kann. So wandern nicht die DNA-Fragmente, sondern relaxierte 
DNA-"Loops". Je mehr DNA-Brüche vorliegen, desto mehr "Loops" liegen relaxiert 
vor und desto mehr DNA erscheint im Kometen-Schweif, welcher als Maß für die 
DNA-Strangbruchrate steht [Azqueta und Collins, 2013]. Mittels Comet Assay können 
zudem mit spezifischen Modifikationen Schäden, die durch oxidativen Stress 
ausgelöst wurden, detektiert werden. Die dabei erforderliche Veränderung des 
Assays beruht auf der zusätzlichen Inkubation mit einem DNA-Reparaturenzym 
(Formamidopyrimidin-DNA-Glycosylase (FPG)). Die oxidativen Schäden wie 
ringgeöffnete Purine und auch 8-oxo-Guanin werden durch die AP-Lyase-Aktivität 
des FPG ausgeschnitten (Abb.90). Die entstehenden Strangbrüche können mittels 
Comet Assay nachgewiesen werden [McArt et al., 2009; Wasson et al., 2008; Collins 
et al., 2004]. 





Abb.90: Funktionalität des FPG’s  
[MODIFIZIERT NACH THIELEN, 2007] 
 
Eine weitere Modifikation des Assays ist die Verwendung des Enzyms Endonuklease 
III [Collins et al., 1993]. Dies ist eine Läsion-spezifische Endonuklease, welche es 
ermöglicht, oxidative Basen zu messen [Collins, 2013]. 
Nach der Inkubation der Zellen werden diese in ein Agarosegel eingebettet und 
anschließend lysiert. Durch die mindestens einstündige Lyse werden die Zellen 
permeabilisiert. Danach werden die lysierten Zellen einem Puffer mit pH > 13 
ausgesetzt, wodurch eine Denaturierung der DNA in zwei Einzelstränge erfolgt. Bei 
der im Anschluss stattfindenden Elektrophorese wandern die DNA-Bruchstücke aus 
dem Zellkern in Richtung Anode, die intakte DNA verbleibt auf Grund der Größe im 
Kern. Dadurch erscheint ungeschädigte DNA unter dem Mikroskop als runder Punkt, 
während die geschädigte DNA einen Kometen-ähnlichen Schweif bildet (Abb.91). 
 
 










Vorbereitung der Objektträger: 
Die Objektträger werden auf der angerauten Seite mit 40 µL NMA („Normal Melting 
Agarose“) mit einem Spatel gleichmäßig beschichtet. Nachdem die Objektträger bei 
Raumtemperatur getrocknet sind, werden zwei Gelkissen aus jeweils 65 µL NMA auf 
jeden Objektträger pipettiert und sofort mit einem 24 x 24 mm Deckglas abgedeckt. 
Anschließend werden die Objektträger mit einem Diamantschneider beschriftet. Zur 
objektiven Auswertung werden die Objektträger codiert. 
Die fertigen Objektträger werden in Ethanolatmosphäre bis zur weiteren Verwendung 
bei 4°C aufbewahrt. 
Aussaat  und Inkubation der Zellen: 
Für die einstündige Inkubation werden 300.000 Zellen und 200.000 Zellen für die 24-
stündige Inkubation in Petrischalen mit einem Durchmesser von 60 mm ausgestreut. 
Die Zellen werden für 72 Stunden bei 37°C, 5% CO 2 und 95% Luftfeuchtigkeit 
anwachsen gelassen. Danach erfolgt die Substanzinkubation (Kap.7.2); mitgeführt 
wird eine Lösungsmittelkontrolle (DMSO; 0,5%) sowie Menadion (20 µM) als 
Positivkontrolle. 
Aufarbeitung der Zellen und Lyse: 
Nachdem die Zellen mit Substanz inkubiert worden sind, werden sie mit PBS 
gewaschen und mit 1 mL Trypsin vom Plattenboden abgelöst. Die Wirkung des 
Trypsins wird durch Zugabe von 1 mL DMEM (10% FKS) abgestoppt. Die Zellen 
werden nach mehrmaligem Abspülen in ein Reaktionsgefäß überführt. 
Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung: 
Sowohl die Zellzahl als auch die Viabilität wird mittels Trypanblaufärbung ermittelt. 
Dazu werden 50 µL Trypanblau vorgelegt und 50 µL Zellsuspension zugegeben. Die 
Zählung erfolgt mittels Neubauer-Zählkammer. Die Viabilität errechnet sich aus der 
Anzahl der lebenden Zellen geteilt durch die Gesamtzahl der Zellen. Die Viabilität 
sollte dabei den Wert von 80% nicht unterschreiten. Pro Inkubationsansatz werden 
70.000 Zellen in vier Reaktionsgefäße gegeben und bei 4°C und 425 g für zehn 
Minuten zentrifugiert. 
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Einbetten in Agarose: 
Der Überstand wird verworfen, das Zellpellet in LMA („Low Melting Agarose“) 
aufgenommen und mehrmals resuspendiert. Diese Zellsuspension wird möglichst 
schnell auf das Gelkissen des Objektträgers gebracht und mit einem Deckglas fixiert. 
Die Aushärtung der Agarose erfolgt auf Eis. 
Lyse: 
Anschließend werden die Deckgläser wieder entfernt und die Objektträger Rücken an 
Rücken in die Lysekammer mit vorgekühltem Lysepuffer gestellt. Die Lyse erfolgt 
über Nacht bei 4°C. 
Inkubation mit FPG und Elektrophorese: 
Nach der Lyse werden die Objektträger in eine Elektrophoresekammer gelegt, die mit 
eiskaltem Elektrophoresepuffer gefüllt ist. Die Elektrophoresekammer wird 
verschlossen, abgedunkelt und die DNA für 20 Minuten denaturiert. Nach der 
Inkubation wird die Elektrophorese für 20 Minuten bei einer konstant angelegten 
Spannung von 25 V und einer Stromstärke von 300 mA, die durch Zugabe und 
Entnahme des Elektrophoresepuffers eingestellt wird, gestartet. 
Neutralisation, Färbung und Auswertung: 
Die Objektträger werden nach der Elektrophorese entnommen und mit dem Rücken 
zueinander in eine Lysekammer gestellt. Zur erneuten Windung der DNA werden die 
Objektträger dreimal für fünf Minuten mit gekühltem Neutralisationspuffer 
gewaschen. Vor dem Auszählen müssen die Zellen mit 40 µL Ethidiumbromidlösung 
angefärbt werden. Die Auswertung wird mittels Fluoreszenzmikroskop und der 
Software Comet IV durchgeführt;  pro Deckglas werden 50 Zellen ausgezählt. Die 
Quantifizierung der DNA-Schäden erfolgt über die Flächenbestimmung der 
Schweifintensität ("Tail intensity", TI [%]) der einzelnen Zellen, wobei der prozentuale 
Anteil der Fläche im Kometenschweif auf die Gesamtfläche der Zelle bezogen wird. 
 
 




Lösungen und Reagenzien für Comet Assay 
 
NMA (Beschichtung der Objektträger)  
0,5% in PBS für Agarose 
 
LMA (Suspendieren der Zellen)  
0,7% in PBS für Agarose 
 
Elektrophoresepuffer-Stammlösungen  
200 g NaOH mit H2O bidest auf 500 ml auffüllen  
14,9 g EDTA mit H2Obidest auf 200 ml auffüllen  
 
Elektrophoresepuffer-Gebrauchslösung  
45 mL NaOH-Lösung und 7,5 mL EDTA-Lösung mit H2Obidest auf 1,5 L 
auffüllen  
Lagerung bei 4°C  
 
Enzympuffer-Stammlösung (10x)  
9,5 g HEPES 
7,46 g KCl  
0,146 g EDTA 
0,2 g BSA  
mit H2Obidest auf 1 L auffüllen; mit KOH auf pH 8,0 einstellen;  
aliquotiert auf 35 mL; Lagerung bei -20°C  
 
Enzympuffer-Gebrauchslösung  
35 mL Enzympuffer-Stammlösung  
315 mL H2Obidest  
 
Ethidiumbromid-Stammlösung  
10 mg Ethidiumbromid in 50 mL H2Obidest  
 
Ethidiumbromid-Gebrauchslösung  
Stammlösung 1:10 verdünnt mit H2Obidest  
 
Lysepuffer-Stammlösung  
146,1 g NaCl  
37,2 g Na2-EDTA  
1,2 g Tris  
in 1 L H2Obidest lösen; mit NaOH auf pH 10 einstellen  
10 g N-Laurylsarcosin-Na-Salz  
 
Lysepuffer-Gebrauchslösung  
89 mL Lysepuffer-Stammlösung  
10 mL DMSO  










 500 mL DMEM "high glucose" (4,5 g/L) mit L-Glutamin 
 10% FKS 
 1% PenStrep 
 Lagerung bei 4°C 
 
Neutralisationspuffer  
48,5 g Tris  
mit H2Obidest auf 1 L auffüllen; mit HCl auf pH 7,5 einstellen  
Lagerung bei 4°C 
PBS-Stammlösung 
 4,2 g KH2PO4 
 
180 g NaCl 
 8,18 g Na2HPO4 
 mit H2Obidest auf 1L auffüllen; pH = 7,4 einstellen 
 Lagerung bei 4°C 
 
PBS-Gebrauchslösung 
 25 mL Stammlösung mit 475 mL H2Obidest verdünnen 
























500.000 HT29 Zellen werden pro Petrischale (Ø 6 cm) in 5 mL DMEM ("high 
glucose") Medium ausgesät und für 48 Stunden bei 37°C, 5% C O2 und 95 % 
Luftfeuchte kultiviert. Anschließend werden die Zellen für 0 Stunden, 1 Stunde und 
24 Stunden mit 3'-Oxomethylisoeugenol bzw. 0 Stunden und 1 Stunde mit 3'-
Hydroxymethylisoeugenol inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wird der 
Überstand abgenommen und bei -20°C gelagert. Dann w erden die Überstände 1:1 
mit eisgekühltem Aceton inklusive 200 µM Internem Standard (H2ME) versetzt. Die 
Proben werden dann für zwei Stunden bei -20°C inkub iert. Danach werden die 
Proben bei 4°C und 13000 g für zehn Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird zur 
Stabilitätsmessung mittels HPLC eingesetzt. 
Daten zur HPLC-Messung: 
Fließmittel A: 10 mM NH4OAc in H2O 
Fließmittel B: Methanol 
Säule: RP-18 
Flow: 1,0 mL/min 
Säulentemperatur: 35°C 
Injektionsvolumen: 50 µL 








Zur Untersuchung der Testsubstanzen mittels Western Blot Analyse müssen 




Durchführung: [Boettler et al., 2011] 
Nachdem die Zellen inkubiert wurden, wird das Medium entfernt und die Platten mit 
eisgekühltem PBS gewaschen. Anschließend werden 0,7 mL PBS in jede 
Kulturschale pipettiert. Die Zellen werden abgeschabt und in einem 2 mL 
Eppendorfreaktionsgefäß gesammelt. Die gewonnene Zellsuspension wird für 3 
Minuten bei 800 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird verworfe n, das Pellet in 
Puffer A aufgenommen und mehrfach resuspendiert. Anschließend wird die 
Zellsuspension für 15 Minuten auf Eis inkubiert und es werden 17 µL Nonidet-P40 
(10%) pro Probe zugegeben. Das Lysat wird für 15 Sekunden gemixt und erneut für 
3 Minuten bei 800 g und 4°C zentrifugiert. Der gewonnene Überstand (Zy tosol) wird 
in Eppendorfreaktionsgefäßen auf Eis gelagert. Das Pellet wird in 65 µL Puffer B 
aufgenommen und erneut für 15 Minuten auf Eis inkubiert, wobei hier alle zwei 
Minuten die Proben für 15 Sekunden gemixt werden. Abschließend werden die 
Lysate für 5 Minuten bei 15000 g und 4°C zentrifugiert. Der gewonnene Überstand 
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Lösungen und Reagenzien für die Proteingewinnung: 
Puffer A: (V = 100mL) 
10 mM HEPES (pH 7,9) 0,238 g 
10 mM KCl 0,075 g 
0,1 mM EDTA 0,0029 g 
0,1 mM EGTA 0,0038 g 
1 µM DTT (2 µL auf 2 mL) 
1 µM Protease-Inhibitor (2 µL auf 2 mL) 
DTT und Protease-Inhibitor immer frisch zugeben  
(1 mM Stammlösung 1:1000 verdünnen) 
Puffer B: (V = 100 mL) 
20 mM HEPES (pH 7,9) 0,477 g 
0,4 mM NaCl 2,3 g 
1 mM EDTA 0,0292 g 
1 mM EGTA 0,038 g 
1 µM DTT (2 µL auf 2 mL) 
1 µM Protease-Inhibitor (2 µL auf 2 mL) 
DTT und Protease-Inhibitor immer frisch zugeben  





Nachdem die Zellen mit den Testsubstanzen inkubiert wurden, wird das Medium 
verworfen und die Zellen mit eisgekühltem PBS durch zweimaliges Waschen von 
Mediumresten befreit. Mit Hilfe von Papierstreifen werden Rückstände entfernt. 
Danach werden 200 µL RIPA-Puffer zugetropft und die Zellen abgeschabt. Die 
Zellsuspensionen werden in Eppendorfreaktionsgefäßen auf Eis gesammelt. 
Anschließend werden die Proben für eine Minute gemixt und für 10 Minuten bei  
14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird  in ein Reaktionsgefäß überführt 
und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. 
Lösungen und Reagenzien für die Proteingewinnung: 
RIPA 
790 mg Tris 
900 mg NaCl 
1 mM EDTA 
1 mL Igepal 
pH 7,4 einstellen; auf 100 mL mit Wasser  auffüllen 
direkt vor Verwendung zugeben: 1 µM DTT und 1 µM Protease-Inhibitor 
 






Nachdem die Zellen mit den Testsubstanzen inkubiert wurden, wird das Medium 
verworfen und die Zellen mit eisgekühltem PBS durch zweimaliges Waschen von 
Mediumresten befreit. Mit Hilfe von Papierstreifen werden Rückstände entfernt. 
Danach werden 200 µL RIPA-Puffer zugetropft und die Zellen abgeschabt. Die 
Zellsuspensionen werden in Eppendorffreaktionsgefäßen auf Eis gesammelt. Danach 
werden die Proben durch eine dünne Kanüle geschert, so dass die Zellen vollständig 
lysiert sind. Dann werden die Proben für eine Minute gemixt und für 10 Minuten bei 
14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird  in ein Reaktionsgefäß überführt 
und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. 
Lösungen und Reagenzien für die Proteingewinnung: 
RIPA-Puffer 
790 mg Tris 
900 mg NaCl 
1 mM EDTA 
1 mL Igepal 
pH 7,4 einstellen; auf 100 mL mit Wasser auffüllen 
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Methode 4 zur Immunpräzipitation: 
 
Durchführung 
4,5 x 106 HT29 Zellen werden in Petrischalen (d = 15 cm) ausgestreut und für 48 h in 
10 % FKS-haltigem Medium anwachsen gelassen. Anschließend wird das Medium 
entfernt  und die Zellen mit dem serumhaltigen Inkubationsmedium mit der jeweiligen 
Testsubstanz unter Anwesenheit von Katalase (100 units/mL) für 24 h inkubiert. Die 
Zellen werden auf Eis gelagert, das Medium verworfen und die Zellen zweimal mit 
eisgekühltem PBS gewaschen. Danach werden zweimal 100 µL RIPA-Puffer (50 mM 
Tris/HCl, pH 7,4, 250 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 % Igepal) auf den Zellrasen getropft, 
die Zellen werden abgeschabt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Anschließend 
wird die Zellsuspension eine Minute gemixt und für 10 Minuten bei 4°C und 14000 g 
zentrifugiert. Der Überstand wird zur Proteinbestimmung nach Bradford eingesetzt. 
400 µg Gesamtprotein werden zur Immunpräzipitation verwendet. 
Lösungen und Reagenzien für die Proteingewinnung: 
RIPA-Puffer 
50 mM Tris 
250 mM NaCl 
1 mM EDTA 
1% Igepal 
pH 7,4 einstellen; auf 100 mL mit Wasser auffüllen 
direkt vor Verwendung zugeben: 1 µM DTT und 1 µM Protease-Inhibitor 
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7.7 Proteinbestimmung nach Bradford  
Die Methode zur Bestimmung des Zellproteins nach Bradford beruht auf der 
Anfärbung der Proteine durch den Farbstoff Coomassie-Brillantblau G250 (Abb.92). 
Durch eine unspezifische Komplexbindung kationischer und nichtpolarer, 
hydrophober Seitenketten von Proteinen an das Färbereagenz, wird im sauren Milieu 
das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm verschoben 
[Bradford, 1976]. 
 
Abb.92: Strukturformel von Coomassie-Brillantblau G250 
 
Durchführung: 
Zur Quantifizierung des Proteingehalts wird eine Eichgerade im 
Konzentrationsbereich 0,1-1,5 mg/mL mit Hilfe eines BSA- ("bovine serum albumin") 
Proteinstandards der Konzentration 2 mg/mL erstellt (Tab.16). Die Proben werden 
1:10 mit H2Obidest. verdünnt. Als Kontrollwerte werden sowohl der Nullwert (H2Obidest.) 
als auch der zur Aufarbeitung der Zellproteine verwendete Puffer mitgeführt. 10µL 
der Proben und 10 µL der Kontrollen werden in Duplikaten in eine 96-Well Platte 
pipettiert. Anschließend werden jeweils 200 µL Bradford-Reagenz (1:4 mit H2Obidest.) 
zugegeben. Die Platte wird nach einer Inkubationszeit von fünf Minuten bei 595 nm 
im Mikrotiterplattenlesegerät photometrisch vermessen. Der Proteingehalt der 
Proben wird mit linearer Regression über die Kalibriergerade nach Subtraktion des 
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Tab.16: Standardreihe im Konzentrationsbereich von 0,1-1,5 mg/mL BSA-Standardlösung (2 mg/mL) 
 
0,1 mg/ mL: 10 µL BSA + 190 µL Wasser 
0,2 mg/mL: 20 µL BSA + 180 µL Wasser 
0,4 mg/mL: 40 µL BSA + 160 µL Wasser 
0,5 mg/mL: 50 µL BSA +150 µL Wasser 
0,6 mg/mL: 60 µL BSA + 140 µL Wasser 
0,8 mg/mL: 80 µL BSA + 120 µL Wasser 
1,0 mg/mL: 100 µL BSA + 100 µL Wasser 
1,2 mg/mL: 120 µL BSA + 80 µL Wasser 
1,5 mg/mL: 150 µL BSA + 50 µL Wasser 
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7.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot  
Die SDS–Gelelektrophorese ist ein Standardverfahren zur Auftrennung von 
Proteinen. Mit Hilfe der Gelelektrophorese ist es möglich, geladene Teilchen 
(Proteine) im elektrischen Feld aufzutrennen. Die Proteine werden vor der 
Auftrennung mit SDS-Probenpuffer erhitzt, um sie zu denaturieren. Durch Zugabe 
von ß-Mercaptoethanol werden die Disulfidbindungen der multimeren Proteine 
reduktiv gespalten, so dass die Proteine sich auffalten und als Monomere vorliegen. 
Weiter wird die Eigenladung der Proteine durch die Zugabe des anionischen 
Detergenz SDS maskiert,  da SDS mit den Proteinen einen Komplex mit negativer 
Oberflächenladung bildet. Hierdurch entsteht ein konstantes Masse-
Ladungsverhältnis, welches die Auftrennung der Proteine nach ihrem 
Molekulargewicht ermöglicht. Es besteht eine lineare Beziehung zwischen dem 
Logarithmus der Molekulargewichte und der relativen Migrationsstrecke ins Gel. So 
können in der Gelelektrophorese Markerproteine mitgeführt werden, so dass anhand 
des Molekulargewichtes die Proteine unterschieden werden können bzw. das 
Molekulargewicht der Proben bestimmt werden kann. Hier fand eine 
diskontinuierliche Gelelektrophorese im Vertikalsystem statt. Die Diskontinuität 
beruht auf der unterschiedlichen Porengröße zwischen Sammelgel und Trenngel 
sowie auf den unterschiedlichen pH-Werten der Gele, wodurch eine höhere 
Bandenschärfe erreicht werden kann [Lottspeich, 1998; Luttmann et al., 2006]. Das 
Sammelgel ist im Gegensatz zum Trenngel weitporiger und hat einen pH-Wert von 
6,8. Das enthaltene Glycin liegt als Zwitterion vor und wandert im Vergleich zu den 
Chlorid-Ionen langsamer. Dadurch baut sich zwischen den Lauffronten eine 
Potentialdifferenz auf und es bilden sich Proteinstapel, die mit gleicher 
Geschwindigkeit im Gel wandern. Durch das engporige Trenngel mit dem pH-Wert 
von 8,8 erhält das Glycin eine negative Ladung und wandert somit schneller im 
Trenngel als im Sammelgel. Durch die engere Porengröße des Trenngels kommt es 
zu einer Verdichtung der Proteinstapel, wodurch die Proteine nach ihrem Masse-
Ladungsverhältnis aufgetrennt werden. 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgt die Übertragung der Proteine auf 
eine Nitrozellulosemembran. Dieser Vorgang wird als „Western Blotting“ bezeichnet. 
Mittels des „Semi-Dry“ Verfahrens, bei dem die Nitrozellulosemembran, die 
Whatmanpapiere und das Gel zuvor in Blotting-Puffer äquilibriert worden sind, 
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werden durch Anlegung eines elektrischen Feldes (70 mA/Gel für 75 Minuten) die 
Proteine auf die Membran übertragen. Der Aufbau eines „Semi-Dry“-Blots ist in Abb. 
93 dargestellt. 
 
Abb.93: Aufbau einer „Semi-Dry“-Blot Apparatur 
[in Anlehnung an Lottspeich, 1998 und Luttmann et al., 2006] 
 
Danach wird die Membran im „Blockingpuffer“ (eine Stunde bei Raumtemperatur, 5% 
Milchlösung oder BSA-Lösung) geschwenkt, hierdurch können unspezifische 
Bindungsstellen für den Erstantikörper besetzt werden. Anschließend erfolgt die 
Inkubation mit Antikörpern; dabei wird zunächst mit einem Erstantikörper inkubiert 
(4°C über Nacht) und danach mit einem Meerrettich-P eroxidase ("horse radish 
peroxidase")- gekoppelten Zweitantikörper, der den Erstantikörper spezifisch erkennt. 
Die Meerrettich-Peroxidase des Zweitantikörpers katalysiert dabei die Reaktion 
zwischen Luminol und H2O2 der Luminol-Reagenzlösung, welche zur Detektion der 
Proteinbanden verwendet wird. Bei dieser Chemolumineszenz-Reaktion werden 
Luminol und H2O2 zu angeregtem 3-Aminophthalat umgewandelt (Abb.94), welches 
unter Abgabe von Licht in den energetischen Grundzustand zurückfällt [Luttmann et 









































Gießen des Trenngels: 
Die Glasplatten werden vor dem Zusammenbau im Gießstand mit Ethanol entfettet 
und danach nach Anleitung im Gießstand befestigt. Das noch flüssige Gel wird 
(Zusammensetzung siehe Tab. 17) zwischen die beiden Glasplatten pipettiert. Zum 
Aushärten wird das Trenngel mit Butanol überschichtet. 
 
 
Tab. 17: Zusammensetzung des Trenngels 
 7%ig 10%ig 12%ig 17%ig 
H2O (bidest) 2,54 mL 2,05 mL 1,72 mL 0,89 mL 
Tris/HCl 
(1,5M) 
1,23 mL 1,23 mL 1,23 mL 1,23 mL 
AA 1,15 mL 1,65 mL 1,97 mL 2,8 mL 
SDS (10%) 49,2 µL 49,2 µL 49,2 µL 49,2 µL 
APS 24,6 µL 24,6 µL 24,6 µL 24,6 µL 
TEMED 2,46µL 2,46µL 2,46µL 2,46µL 
 
Gießen des Sammelgels: 
Zunächst wird das Butanol über dem ausgehärteten Trenngel entfernt. Reste werden 
mit Wasser und einem Tuch beseitigt. Der Gelkamm wird mit Ethanol entfettet. 
Anschließend werden die verschiedenen Komponenten des Sammelgels (4%ig) 
pipettiert (Zusammensetzung siehe Tab. 18) und über das Trenngel gegossen. Der 
Gelkamm wird zur Ausbildung der späteren Geltaschen eingesetzt. 
Tab.18: Zusammensetzung des Sammelgels 
H2O 1,2 mL 
Tris/HCl (0,5M) 0,5 mL 
AA 0,25 mL 
SDS (10%) 20 µL 
APS 20 µL 












Nachdem die Zellen lysiert wurden und die Proben auf ihren Proteingehalt nach 
Bradford bestimmt wurden, werden die Proben mit 20 µL SDS-Probenpuffer versetzt 
und für 5 bzw. 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Anschli eßend wird die 
Elektrophoresekammer vorbereitet, indem die Gele in die Kammer eingesetzt werden 
und die Kammer mit Laufpuffer befüllt wird. Die Gelkämme werden vorsichtig aus 
dem Sammelgel entfernt. Danach werden die entstandenen Geltaschen mit den 
Proben befüllt und ein Proteinmolekulargewichtsmarker wird in eine Tasche pipettiert. 
Anschließend wird die Elektrophorese mit 100 V gestartet. Sobald die Proben das 
Trenngel erreicht haben, wird die Spannung auf 140 V erhöht. 
Western Blot: 
Es werden (vier Stück pro Gel) Whatmanpapiere und die Nitrozellulosemembran im 
Blottingpuffer für ca. eine Stunde bei 4°C äquilibr iert. Nach der Elektrophorese 
werden die Gele aus den Glasplatten vorsichtig entnommen und auch für ca. 2 
Minuten im Blottingpuffer äquilibriert. Danach erfolgt der Aufbau des sogenannten 
"Sandwich Blots". Dazu werden zwei Whatmanpapiere auf die Unterseite der 
Blottingapparatur gelegt, darüber die Membran. Auf die Membran kommt das Gel, 
welches mit weiteren zwei Whatmanpapiere abgedeckt wird. Entstandene Luftblasen 
werden durch eine Holzrolle entfernt. Anschließend wird bei 70 mA je Gel über 75 
Minuten geblottet. 
Blocken: 
Nach dem Blotting-Verfahren wird die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur 
im Blockingreagenz (Milchpulver) geschwenkt. Hier werden alle unspezifischen 
Bindungen auf der Membran geblockt. 
Inkubation mit Erstantikörper: 
Danach erfolgt die Inkubation mit dem Primärantikörper. Dazu werden 5 mL BSA- 
oder Blockingreagenz mit einer spezifischen Menge an Erstantikörper versetzt. Die 
Membran wird in ein Reaktionsrohr gerollt und die Erstantikörperlösung wird 
zugegeben. Die Inkubation erfolgt über Nacht bei 4°C auf dem Überkopfmixer. 
 
 




Antikörper Konzentration Lösung 
Dauer der 
Inkubation 
SUMO E1 1:200 Milch + TBST über Nacht 
mouse-anti-HDAC 1 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
mouse-anti-HDAC 2 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
mouse-anti-HDAC 3 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
rabbit-anti-HDAC 4 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
rabbit-anti-HDAC 5 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
rabbit-anti-HDAC 6 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
rabbit-anti-p-ATM 1:1000 BSA + TBST über Nacht 
rabbit-anti-p-ATR 1:1000 BSA + TBST über Nacht 
rabbit-anti-p-CHK1 1:1000 BSA + TBST über Nacht 
rabbit-anti-p-CHK2 1:1000 BSA + TBST über Nacht 
mouse-anti-p-p53 1:1000 BSA + TBST über Nacht 
rabbit-anti-p-BRCA 1 1:1000 BSA + TBST über Nacht 
rabbit-anti-γH2AX 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
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Inkubation mit Zweitantikörper und Detektion: 
Vor der Inkubation mit dem Sekundärantikörper wird die Membran dreimal für 5 
Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Danach erfolgt die Inkubation mit 5 mL 
Blockingreagenz oder BSA-Lösung mit 2,5 µL Zweitantikörper für eine Stunde bei 
Raumtemperatur auf dem Überkopfmixer. Danach wird die Membran erneut dreimal 
für 5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Anschließend wird das Luminolreagenz 
vorbereitet. Dazu werden 2 mL des Reagenz A mit 2 mL Reagenz B vermischt und 
die Membran für ca. 1 Minute im Luminolreagenz inkubiert. Anschließend wird die 
Membran am LAS detektiert. 
"Strippen" von Membranen: 
Nach einer Detektion können die gebundenen Antikörper mittels Stripping-Puffer 
entfernt werden, um eine Detektion weiterer Proteine auf derselben Membran zu 
ermöglichen. Hierzu wird die Membran für 20 Minuten im 50°C warmen Wasserbad 
im Stripping-Puffer inkubiert. Anschließend wird die Membran sechsmal für jeweils 
fünf Minuten mit 0,1% TBST gewaschen. Danach werden die unspezifischen 
Bindungsstellen mit Blocking Reagenz geblockt und ein weiterer Immunoblot 
durchgeführt. 
Lösungen und Reagenzien für die SDS-Gelelektrophorese und Western Blot: 
1,5 mM Tris/HCl pH 8,8 
18,17 g auf 100 mL Wasser 
0,5 mM Tris/HCl pH 6,8 
 6,06 g auf 100 mL Wasser 
APS (Ammoniumperoxodisulfat ; ca.10%) 
 Reaktionsgefäß ein Drittel mit APS füllen und 1 mL Wasser lösen 
 
10% SDS  
5 g auf 50 mL Wasser 
 
10x Laufpuffer: (V = 2 L) 
 2 M Glycin 300 g 
 250 mM Tris/HCl pH 8,3 60,57 g 
 1% SDS 20 g 
 1x Laufpuffer: 200 mL + 1800 mL Wasser 
 
20x TBS: (V = 2 L) 
 2,6 M NaCl 303,9 g 
 0,4 M Tris/HCl pH 7,6 96,9 g 




2x Blotting Puffer: (V = 2 L) 
 78 mM Glycin 11,7 g 
 96 mM Tris/HCl 23,3 g 
 0,074% SDS 1,48 g 
 40% Methanol 800 mL 
 
Waschlösung: (V = 5 L) 
 1x TBS 250 mL 
 0,3% Tween-20  15 mL 
 
Blocking-Reagenz: (V = 200 mL) 
 1x TBS 10mL 
 0,1% Tween-20 200µL 
 5% Milchpulver (bzw.BSA) 10g 
 Blocking-Reagenz muss meist wöchentlich Frisch angesetzt werden 
 
6x SDS-Probenpuffer: (V = 100 mL) 
 50 mL 0,5 M Tris pH 6,8 
 40 mL Glycerin 
 1,24 g SDS 
 0,16 g Bromphenolblau 
 Zu jeweils 1mL aliqotieren  
 5% ß-Mercaptoethanol (immer“ frisch“ zugeben) 52,6 µL  
 
Stripping Puffer [Ufelmann, 2013] 
 Tris (62,5 mM) 757 mg 
 SDS (20 %ige Lösung) 2% (10 mL) 
 ß-Mercaptoethanol (100 mM) 700 µL 
 bidest. H2O 100 mL 








Eine Antigen-Antikörper-Reaktion entsteht bei der Vermischung von löslichen 
Antigenen mit spezifischen Antikörpern. Diese Reaktion führt zu einem Verlust der 
Löslichkeit der Antigen-Antikörper-Komplexe und einer Trübung mit nachfolgender 
Sedimentation. Dieser Vorgang wird Immunpräzipitation genannt (Abb.106). Eine 
Präzipitation ist nur möglich, wenn wenigstens drei, in manchen Fällen zwei antigene 
Determinanten auf ein Antigen kommen [Lottspeich, 1998]. Mit Hilfe einer 
Immunpräzipitation ist es möglich, eine Protein-Protein-Wechselwirkung 
nachzuweisen. Hierzu werden die Zellen lysiert und ein Antikörper hinzugefügt, 
welcher spezifisch an eines der Proteine bindet. Über diesen Antikörper wird das 
gesuchte Protein samt Interaktionspartner präzipitiert. Dazu werden Protein A 
und/oder Protein G verwendet, welche mit hoher Spezifität an die Fc-Region der 
meisten Säugetier-Immunglobuline binden. Sogenannte Beads aus Sepharose 
werden mit diesen Proteinen beschichtet, um die Antikörper-Protein-Komplexe an 
sich zu binden. Durch mehrere Wasch- und Zentrifugationsschritte werden die 
Komplexe isoliert und von anderen Proteinen befreit. Durch Denaturierung werden 
die Proteine von den Beads entfernt und ein Nachweis mittels Western Blot Analyse 
durchgeführt [Masters, 2004; Kaboord und Perr, 2008; Dickson, 2008]. 
 
Abb.95: Prinzip der Immunpräzipitation 











Pro Probe werden 50 µL Protein-G-Sepharose eingesetzt. Diese wird bei 1000 g und 
4°C für eine Minute abzentrifugiert. Danach wird di e Protein-G-Sepharose zweimal 
mit eisgekühltem PBS gewaschen und in doppeltem Volumen an PBS 
aufgenommen. Zur Protein-G-Sepharose wird im Verhältnis 1:15 der HDAC 1- 
Antikörper zugegeben. Die Lösung wird für eine Stunde bei 4°C belassen. Dann 
werden 50 µL der Antikörper-gekoppelten Protein-G-Sepharose mit dem 
Gesamtprotein jeder Probe versetzt und das Volumen im Reaktionsgefäß auf 1 mL 
mit PBS eingestellt. Die Proben werden abschließend über Nacht bei 4°C auf dem 
Rüttelschüttler inkubiert. 
Die Sepharose wird für zwei Minuten bei 7000 g und 4°C abzentrifugiert. Die Beads 
werden einmal mit 300 µL Präzipitationspuffer (35 mM HEPES, 5 mM EGTA, 5 mM 
MgCl2, 0,2 M Sucrose, 0,5% Triton X, pH 7,1) und zweimal mit 300 µL PBS 
gewaschen. Danach wird die Sepharose mit 20 µL SDS-Probenpuffer (6x) versetzt 
und für zehn Minuten auf 95°C erhitzt. Anschließend  erfolgt die SDS-PAGE (12% 
Polyacrylamidgel) mit je 15 µL jeder Probe pro Geltasche. 
Lösungen und Reagenzien für die Immunpräzipitation: 
Protein-G-Sepharose 
Präzipitationspuffer 
 35 mM HEPES 
 5 mM EGTA 
 5 mM MgCl2 
 0,2 M Sucrose 
 0,5% Triton X 
  pH 7,1 
 
6x SDS-Probenpuffer: (V = 100 mL) 
 50 mL   0,5 M Tris pH 6,8 
 40 mL Glycerin 
 1,24 g SDS 
 0,16 g Bromphenolblau 
 Zu jeweils 1mL aliqotieren  














Die HDAC-Aktivität wurde mit Hilfe eines "Cayman’s HDAC cell-based Assay Kit" 
gemessen. Dieser Aktivitätstest beruht auf der Reaktion zwischen einem HDAC-
Substrat, einem Boc-Lys(AC)-AMC, und verschiedenen Lysin-spezifischen 
Deacetylasen, darunter auch der HDAC 1-Komplex. Die Fluoreszenz des gebildeten 
deacetylierten Reaktionsproduktes kann mittels Mikrotiterplattenlesegeräte 
gemessen werden (Abb. 96). 
 












5000 HT29 Zellen werden in einer schwarzen 96-Mikrotiterloch Platten in 100 µL 
Medium ausgesät und für 48h bei 37°C, 5% CO2 und 95 % Luftfeuchte kultiviert. 
Anschließend werden die Zellen mit den Testsubstanzen für 24h inkubiert. Nach der 
Inkubation werden die Platten bei 500 g zentrifugiert und das Medium verworfen. 200 
µL Assay Puffer werden in jedes Well pipettiert und die Platten werden erneut bei 
500 g zentrifugiert. Dann werden 90 µL DMEM Kulturmedium oder 80 µL Trichostatin 
A plus 10 µL DMEM-Medium zugegeben. Danach erfolgt die Zugabe von 10 µL des 
HDAC-Substrates in jedes Well. Die Platten werden für zwei Stunden bei 37°C 
inkubiert und anschließend werden 50 µL der Lyse/Entwickler-Lösung zupipettiert. 
Die Platten werden für zwei Minuten auf einem Plattenschüttler gemixt und für 15 
Minuten bei 37°C inkubiert. Abschließend erfolgt di e Fluoreszenzmessung in einem 
Mikrotiterplattenmessgerät bei den Wellenlängen 340-360 nm und 440-460 nm. 
Um die HDAC-Aktivität zu bestimmen, werden die Mittelwerte und 
Standardabweichungen der Lösungsmittelkontrolle, der Positivkontrolle und der 
Testsubstanzen berechnet. Die Mittelwerte der gemessenen Proben werden auf die 
Mittelwerte der Lösungsmittelkontrolle bezogen. 
Lösungen: 
HDAC-Assay Puffer 
HDAC deacetylierter Standard 












Beim Relaxationsassay wird superspiralisierte Plasmid-DNA pUC18 als Substrat 
benötigt. Die Isolierung dieses Plamids erfolgt aus transformierten Escherichia coli 
DH5α mit Hilfe eines QIAGEN Plasmid-Maxi-Kits. Die Plasmide werden durch 
alkalische Lyse und Aufreinigung an Anionentauscher-Harz- Säulen gewonnen. Die 
Plasmid-Maxipräparation wird an Hand des QIAGEN-Kits durchgeführt. 
Durchführung: 
• in zwei Zellkulturflaschen (75 cm2) werden 5 mL LB-Medium und 5 µL 
Ampicillin (500 mg/mL) gegeben und mit einigen Mikrolitern (5 µL und 10 µL) 
eines Glyzerolstocks von E.coli DH5α angeimpft 
• die Kulturlösung wird in einem Bakterienschüttler für acht Stunden bei 37°C 
und 160 U/min inkubiert 
• 200 mL des LB-Mediums und 200 µL Ampicillin werden mit 1-2,5 mL 
Kulturlösung der Vorkultur beimpft und über Nacht bei 37°C und 160 U/min im 
Bakterienschüttler inkubiert 
• die Kultur wird in Zentrifugenröhrchen aufgeteilt und bei 4°C und 5500  g für 15 
Minuten zentrifugiert 
• der Überstand wird entfernt und die Pellets in 10 mL Resuspensionspuffer 
aufgenommen 
• danach werden 10 mL Lysepuffer zugegeben, vorsichtig resuspendiert und für 
fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 
• dann erfolgt die Zugabe von 10 mL Neutralisationspuffer und die Inkubation 
für 15- 20 Minuten auf Eis 
• die Proben werden bei 4°C und 20000 g für 30 Minuten zentrifugiert 
• anschließend wird die QIAGEN-Säule mittels 10 mL Equilibierungspuffer  
äquilibriert 
• der Überstand wird abfiltriert und auf die Säule gegeben und zweimal mit dem 
Waschpuffer gewaschen 
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• die gebundene Plasmid-DNA wird mit 15 mL Elutionspuffer eluiert 
• Präzipitation der DNA durch Zugabe von 10,5 mL Isopropanol und 
anschließende Mischung und Abfiltration 
• das Pellet wird mit 5 mL 70%igem Ethanol gewaschen und erneut abfiltriert 
• das Pellet wird mit einer entsprechenden Spritze über ein Filter getrocknet 
• Nach der Bestimmung der Reinheit und Konzentration am Nanodrop wird die 
pUC18 Plasmid-DNA bei -20°C gelagert 
Lösungen und Reagenzien für die Plasmidmaxipräparation: 
LB-Medium  
 10 g Bacto-Trypton 
 5 g Hefeextrakt 
 10 g NaCl 
 pH 7,0 mit Wasser auf 1 L auffüllen, autoklavieren 
Resuspensionspuffer  
 50 mM Tris/HCL, pH 8,0 
 10 mM EDTA 
  100 µg/mL RNAse A 
Lysepuffer 
 200 mM NaOH 
 1% (w/v) SDS 
Neutralisationspuffer  
 3 M Kaliumacetat, pH 5,5 
Equilibierungspuffer 
 750 mM NaCl 
 30 mM 3-[N-Morpholino]propansulfonsäure (MOPS), pH 7,0 
 15% (v/v) Isopropanol 
  0,15% (v/v) Triton-X 100 
 
 




 1 M NaCL 
  50 mM MPOS, pH 7,0 
 15% (v/v) Isopropanol 
Elutionspuffer  
 1,25 M NaCl 
 50 mM Tris/HCl, pH 8,5 
 15% (v/v) Isopropanol 
Zur Testung der pUC18 Plasmid-DNA wird die pUC18 entsprechend der Messung 
am Nanodrop mit Wasser verdünnt und mit 2 µL Ladepuffer versetzt. 
 86,3 ng/µL DNA: 2,9 µL DNA + 7,1 µL Wasser 
 115,4 ng/µL DNA: 2,17 µL DNA + 7,83 µL Wasser 
 101,2 ng/µL DNA: 2,47 µL DNA + 7,53 µL Wasser 
 86,0 ng/µL DNA: 2,9 µL DNA + 7,1 µL Wasser 
Dann erfolgt eine Gelelektrophorese für zwei Stunden bei 60 V in 1% Agarosegel. 











Die katalytische Aktivität von Topoisomerasen kann im Relaxationsassay bestimmt 
werden, in dem Topoisomerasen superspiralisierte Plasmid-DNA in die relaxierte 
bzw. entspannte Form überführen. Im Speziellen wird im Relaxationsassay die 
Fähigkeit einer Testsubstanz getestet, die Topoisomerase I zu hemmen. Dieses 
Enzym kann durch Einführung eines Einzelstrangbruchs im Zuckerphosphat-
Rückgrat der DNA superspiralisierte DNA entspannen (Abb.97). Durch 
Agarosegelelektrophorese ist es möglich, die beiden Plasmidformen voneinander zu 
trennen. Die superspiralisierte Form migriert auf Grund ihrer Struktur weiter ins Gel 
als die relaxierte Form. Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgen die 
Anfärbung des Gels mit Ethidiumbromid und die abschließende Detektion im Lumi-
Imager. 
 
superspiralisierte DNA   relaxierte DNA 
Abb.97: Relaxation der DNA durch Topoisomerase I 
[modifiziert nach Esselen et al., 2009] 
 
Sowohl Topoisomerase I als auch Topoisomerase II können superspiralierte DNA in 
relaxierte DNA überführen. Topoisomerase II ist jedoch ATP-abhängig, so dass 
dieser Test in Abwesenheit von ATP durchgeführt wird, wodurch nur die Aktivität der 
Topoisomerase I erfasst wird. Mit Hilfe dieses Tests ist es möglich zu überprüfen, ob 














250 ng superspiralisierte pUC18-Plasmid-DNA werden mit Topoisomerase I versetzt. 
Die Proben werden bei 37°C für 30 min inkubiert. Du rch Zugabe von 3 µL SDS-
Lösung und 3 µL Proteinase K- Lösung und erneuter Inkubation für 30 min bei 37°C 
wird die Reaktion gestoppt und das Enzym denaturiert. Anschließend werden die 
Proben mit 6 µL Ladepuffer versetzt und 17 µL jeder Probe in die Geltasche des 
Agarosegels pipettiert (Tab. 20). Die Elektrophorese erfolgt bei 60 V über drei 
Stunden. Abschließend wird das Gel im Ethidiumbromid-Wasserbad für ca. 10 min 
angefärbt, in Wasser für einige Minuten gewaschen und die Fluoreszenz bei 560 nm 
mittels Lumi-Imager gemessen. 
 
Tab.20: Pipettierschema für Relaxationsassay 
 Kontrolle Substanz 
H2O 17 µL 16 µL 
Saltmix I 3 µL 3 µL 
KCl 3 µL 3 µL 
Tris-Puffer 3 µL 3 µL 
pUC18 3 µL 3 µL 
DMSO oder Substanzlsg. 1 µL 1 µL 
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Lösungen und Reagenzien für den Relaxationstest: 
Saltmix I 
 100 mM MgCl2  
 5 mM 1,4-Dithiothreitol (DTT)  
 5 mM EDTA  
 0,3 mg/mL BSA 
Tris/HCl 
 100 mM Tris (pH 7,9) 
50 x TAE-Puffer  
 242 g Tris Base  
 57,1 mL Eisessig  
 100 mL 0,5 M Na2-EDTA (pH 8) mit H2Obidest auf 1 L auffüllen 
6 x Ladepuffer  
 0,25% Bromphenolblau  
 30% Glycerol 
pUC 18 
Proteinase K  
 10mg PK pro 1 mL H2Obidest 
SDS-Lösung 
 5% SDS in H2Obidest 
Agarosegel 
 1% Agarose in 1 x TAE-Puffer 
Ethidiumbromid-Lösung  
 1 µg/mL Ethdiumbromid in H2Obidest. 










Die katalytische Aktivität der Topoisomerase II nach Inkubation mit den 
verschiedenen Testsubstanzen wird mit Hilfe des Dekatenierungsassays untersucht. 
Als Substrat dient hierbei kinetoplasten DNA, so genannte kDNA, welche aus 
ineinander verknoteten DNA-Zirkeln besteht und ein hochmolekulares Netzwerk 
darstellt. Auf Grund der Größe und Struktur kann kDNA während einer 
Agarosegelelektrophorese nicht ins Gel migrieren. Nur durch die katalytische Aktivität 
von Topoisomerase II, die einen transienten Doppelstrangbruch einführt und einen 
zweiten DNA-Strang hindurchführen kann, können aus der kDNA einzelne Minizirkel 
freigesetzt werden, welche in der Lage sind, ins Gel zu migrieren (Abb. 98). Es gibt 
zwei Isoformen der Topoisomerase II, den Typ IIα mit einem Molekulargewicht von 
170 kDa und den Typ IIß mit einem Molekulargewicht von 180 kDa. 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgen die Anfärbung des Gels mit 
Ethidiumbromid und die abschließende Detektion im Lumi-Imager. 
 
 
Abb.98: Dekatenierung der kDNA durch Topoisomerase II 












   
   
ATP, Mg2+ 
Minizirkel 




200 ng kDNA werden mit Topoisomerase II für 60 min bei 37°C inkubiert. Die 
Enzymreaktion wird durch Zugabe von 3 µL Proteinase K gestoppt und zum 
wiederholten Mal für 30 min bei 37°C inkubiert. Dan ach werden die Proben mit 5 µL 
Ladepuffer versetzt und 19 µL jeder Probe in die Geltasche des Agarosegels 
pipettiert (Tab. 21). Die Gelelektrophorese wird für 3 Stunden bei 60 V gestartet. 
Abschließend erfolgt die Anfärbung des Gels im Ethidiumbromid-Bad für ca. 10 min, 
das Waschen mit H2Obidest für ca. 5 min und die Messung der Fluoreszenz bei 560 
nm im Lumi-Imager. 
 
Tab.21: Pipettierschema für Dekatenierungsassay 
 Kontrolle Substanz 
H2O 19,4 µL 17,4 µL 
Saltmix I 3 µL 3 µL 
KCl 3,6 µL 3,6 µL 
Tris-Puffer 3 µL 3 µL 
kDNA 1 µL 1 µL 
DMSO oder Substanzlsg. -  1 µL 
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Lösungen und Reagenzien für den Dekatenierungstest: 
Saltmix II 
 50 mM MgCl2  
 5 mM DTT  
 5 mM EDTA  
 0,3 mg/mL BSA  
 10 mM ATP 
Tris/HCl  
 500 mM Tris (pH 7,9) 
50x TAE-Puffer  
 242 g Tris Base 
 57,1 mL Eisessig  
 100 mL 0,5 M Na2-EDTA (pH 8,0) mit H2Obidest auf 1 L auffüllen 
6x Ladepuffer  
 0,25% Bromphenolblau  
 30% Glyzerol 
Topo-Verdünnungslösung 
 50 mM Tris/ HCl (pH 7,5)  
 400 mM NaCl  
 1 mM DTT  
 50% Glycerol 
Proteinase K  
 1mg PK pro 1 mL 10% SDS 
Agarosegel 
 1% Agarose in 1x TAE 
Ethidiumbromid-Bad  
 1 µg/mL Ethidiumbromid in H2Obidest 
 
 




Mit dem ICE-Bioassay können mit Hilfe eines Cäsiumchloridgradienten Enzym-DNA-
Komplexe getrennt werden. Mittels spezifischer Antikörper gegen Topoisomerase I, 
IIα und IIß erfolgt die Detektion und die Menge an Topoisomerasen, die kovalent an 
die DNA gebunden haben, kann bestimmt werden (Abb.99). 
Durch dieses Testsystem kann weiter unterschieden werden, ob eine Testsubstanz 
als Topoisomerasegift oder als katalytischer Topoisomerasehemmstoff wirkt. 
 
Abb.99: Schematische Darstellung des ICE-Bioassays 

















Aussaat und Inkubation: 
Es werden 5 Mio. HT29 Zellen pro Petrischale (d = 20 cm) in 20 mL Kulturmedium 
ausgesät und für 72 Stunden bei 5% CO2, 37°C und 95% Luftfeuchte kultiviert. Die 
Substanzinkubation erfolgt mit serumfreien Medium für eine Stunde bzw. bei 
Kombinationsversuchen für 1,5 Stunden. Die Lösungsmittelkonzentration (DMSO) 
beträgt 0,5% im Endansatz. 
Zelllyse, Vorbereitung des Cäsiumchloridgradienten und Ultrazentrifugation: 
Das Inkubationsmedium wird entfernt und die Zellen werden zweimal mit auf 37°C 
vorgewärmten PBS-Puffer gewaschen. Jede Platte wird mit 6 mL Lysepuffer 
behandelt, die Zellen werden abgeschabt und die Zellsuspension in 15 mL Gefäße 
überführt. Die Zellsuspension wird circa 20-mal durch eine dünne Kanüle 
resuspendiert, bis die Viskosität der Suspension nachlässt. Der 
Cäsiumchloridgradient wird vorbereitet, in dem 2 mL jeder Lösung von A bis D in ein 
Zentrifugenröhrchen pipettiert wird. 4 mL der Zellsuspension werden anschließend 
auf den vorbereiteten Cäsiumchloridgradienten gegeben. Die Röhrchen werden zum 
Luftausschluss mit Mineralöl überschichtet und ausgewogen (auf 5-10 mg genau). 
Abschließend  erfolgt eine Ultrazentrifugation mit dem Schwingrotor TST 41.14 für 22 
h bei 100000 g und 20°C. 
Fraktionierung, Blotting und Blocken: 
Die Whatmanpapiere und die Nitrozellulosemembran werden über Nacht bei 
Raumtemperatur in 25 mM Phosphatpuffer äquilibriert. Die Fraktionierung der Proben 
erfolgt von der Unterseite der Polymer-Zentrifugenröhrchen. Mit Hilfe einer dünnen 
Kanüle werden 20 Fraktionen von ca. 350 µL entnommen. Von jeder Fraktion werden 
300 µL mit 300 µL Phosphatpuffer versetzt, die Proben werden gemixt und je 200 µL 
werden mit Hilfe einer Slot-Blot Apparatur (Abb.100) und eines angelegten Vakuums 
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membranen werden anschließend  
für 10 min in TBST äquilibriert, bevor sie für 3 Stunden bei Raumtemperatur mit 
Blockingreagenz behandelt werden. 




Abb.100: Aufbau einer Slot-Blot Apparatur 
[www.coleparmer.com] 
 
Antikörperinkubation und Detektion: 
Die Membran wird mit 5 mL Erstantikörperlösung in Folie eingeschweißt und bei 4°C 
über Nacht inkubiert. Dann wird die Membran dreimal für 5 min mit 1x TBST 
gewaschen und es erfolgt die Zweitantikörperinkubation für 2 Stunden bei 
Raumtemperatur. Anschließend wird die Membran erneut dreimal für jeweils 5 min 
mit 1x TBST gewaschen. Durch Zugabe von H2O2 und Luminol wird die 
Chemolumineszenzreaktion gestartet und die entstandene Chemolumineszenz 
mittels Lumi-Imager LAS3000 detektiert. 
Bestimmung des DNA-Gehalts: 
Der DNA-Gehalt wird mittels Nanodrop-Spektrometer ermittelt. Dies ist notwendig, 
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Lösungen und Reagenzien für den ICE-Bioassay: 
serumfreies Medium  
 DMEM ohne FKS mit 1% PS 
TE-Puffer 
 10 mM Tris/HCl (pH 8) 
 1 mM EDTA 
Cäsiumchlorid-Lösung:  
 240 g CsCl , 140 mL TE-Puffer für den Gradienten:  
• A: 1850 µL CsCl + 150 µL TE-Puffer 
• B: 1600 µL CsCl + 400 µL TE-Puffer 
• C: 1100 µL CsCl + 900 µL TE-Puffer 
• D: 900 µL CsCl + 1100 µL TE-Puffer 
10x TBST-Puffer (Lagerung bei 4°C):  
 200 mM Tris/HCl (pH 7,5),  
 1,37 M NaCl  
 1% Tween-20 
Blockingreagenz 
 5% Milchpulver in 1x TBST-Puffer 
 oder 5% BSA in 1x TBST-Puffer 
Lysepuffer 
 1% Sarcosylat in TE-Puffer 
1 M Phosphatpuffer  
 1 M Stammlösung zweibasisches Na2PO4 (pH 4) 
 1 M Stammlösung einbasisches Na2PO4 (pH 9) 
 Stammlösungen 1: 1 mischen 
25 mM Phosphatpuffer: 









Antikörper Konzentration Lösung 
Dauer der 
Inkubation 
mouse-anti-Topoisomerase I 1:1000 Milch + TBST über Nacht 
rabbit-anti-Topoisomerase IIα 1:400 BSA + TBST über Nacht 
rabbit-anti-Topoisomerase IIβ 1:333 Milch + TBST über Nacht 
 
Zweitantikörper: Anti-rabbit-HRP-IgG 1:2000 (für Topoisomerase IIα und IIß) in 5 mL 
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Chemikalien, Geräte und Materialien: 




















 Roth, Karlsruhe, Deutschland 
„low melting agarose” (LMA),  
Schmelzpunkt 37°C, 
BioRad, München, Deutschland 
„normal melting agarose“ (NMA),  
Schmelzpunkt 42°C, 
BioRad, München, Deutschland 
 
Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 
 
 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 












Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 





Sigma Aldrich, München, Deutschland 




PAA, Cölbe, Österreich 






Sigma Aldrich, München, Deutschland 
Merk, Darmstadt, Deutschland 
 









Merck, Darmstadt, Deutschland 
 




Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol entwässert, 99,8 vol.% 





vergällt mit Petrolether 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Ethidiumbromid Sigma Aldrich, München, Deutschland 





Gold, PAA, Cölbe, Österreich 
 














Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Gibco, Auckland, Neuseeland 
 
HEPES Merck, Darmstadt, Deutschland 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
IGEPAL CA-630, Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Imersionsöl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Kaliumchlorid Fulka, Deisendorf, Deutschland 



























Fulka, Steinheim, Deutschland 
 
Santa Cruz Biotechnologies, Deutschland 
 




Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 






Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Sigma Aldrich, München Deutschland 
 
Milchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 





Merck, Darmstadt, Deutschland 
 






Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumhydroxid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Natriumpyruvat PAA, Cölbe, Österreich 
 















SeeBlue Plus 2 
 
Sucrose 
Penicillin/ Streptomycin (1:1)  
Gibco, Auckland, Neuseeland 
 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Thermo Fisher Scientific 
 
Roth, Karslruhe, Deutschland 
 
Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Invitrogen Life Technologies 
 










Sigma Aldrich, München, Deutschland 
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Trichloressigsäure (TCA) Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Tris Sigma Aldrich, München, Deutschland 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
Triton X-100 Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
 












Gibco, Auckland, Neuseeland 
 
Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
wurden synthetisiert (Diplomarbeit) und die 
Reinheit mittels 1H-NMR und HPLC bestimmt (≥ 
97,5%)  
 
synthetisiert und zur Verfügung gestellt von 
Alexander Cartus 
Antikörper: 
Topoisomerase I, IIα und IIβ Santa Cruz Biotechnologie 
SUMO E1 Santa Cruz Biotechnologie 
HDAC Antibody Sampler Kit 
HDAC Isoformen 1-6 
Cell Signaling 
DNA damage Antibody Sampler Kit 
p-ATM; p-ATR; p-CHK1;.P-CHK2; p-p53; p-
BRCA1;γH2AX 
Cell Signaling 
α-Tubulin Santa Cruz Biotechnologie 
 
 





Bechergläser  Schott, Mainz, Deutschland 
 
Deckgläser für Hämocytometer 24 x 24 mm, LOT 004711080, 
Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland 
 
Deckgläser 24 x 24 mm, Menzel GmbH, Kuchen, 
Deutschland 
 
Duranflasche Schott, Mainz, Deutschland 
 






5 mL Brand, Wertheim, Deutschland 
10 mL Brand, Wertheim, Deutschland 
20 mL Brand, Wertheim, Deutschland 
 
VWR, Darmstadt, Deutschland 
 









25 cm² Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland 
75 cm² VWR, Darmstadt, Deutschland 
175 cm² Nunc, Roskilde, Dänemark 
175 cm2 Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
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Messzylinder VWR, Darmstadt, Deutschland 
 
Mikrotiterplatten 24 well Greiner-Bio-One, Cellstar, 
Frickenhausen, Deutschland 





Eppendorf, Bio Pur, Hamburg, Deutschland 
 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
VWR, Darmstadt, Deutschland 
 
 
Objektträger einseitig mattiert, 26 x 76 x 10 mm  
Menzel, Kuchen, Deutschland 
 
Pasteurpipetten Brand, Wertheim, Deutschland 
 
Petrischalen Ø 60 mm Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
Ø 90 mm Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
Ø 150 nm Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
 
Pipettenspitzen weiß Greiner Bio-One, Deutschland 
Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
gelb VWR Darmstadt, Deutschland  
Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
blau VWR Darmstadt, Deutschland 
Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
 
Reaktionsgefäße 1,5 mL Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
2 mL Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
 
Superfrost-Objektträger Menzel, Kuchen, Deutschland 
 
 







15 mL VWR, Darmstadt, Deutschland 
Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
50 mL VWR, Darmstadt, Deutschland 
Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
 
 Whatman 





































SanyoVIP series, Eetten Leur, Niederlande 
 
Hoefer Scientific Instruments 
 
Brenner  Gasprofi 1, WLD-TEC, Typ 0313209 
Göttingen, Deutschland 
 
Brutschrank Binder GmbH, Typ 9040-0013 
Tuttlingen, Deutschland 
 
Elektrophoresekammer Sub Cell, Bio Rad, München, Deutschland 
Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 
 
Gefrierschrank Liebherr Premium, Ochsenhausen, Deutschland 
 






Liebherr Premium, Ochsenhausen, Deutschland 
 
Roche, Boehringer Mannheim, Deutschland 
 
Mikroskope Lichtmikroskop: Zeiss Axiovert 25 
Göttingen, Deutschland 
Fluoreszenzmikroskop:  Zeiss Axioskop 
50/AC Heidelberg, Deutschland 
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Mikrowelle Sharp, Deutschland 
 
 
Minishaker Bio Vortex V1, peqlab, Typ V-1+ 
Deutschland 
 






Eppendorf Plus, Hamburg, Deutschland 
 














10 µL Eppendorf Research 
           Hamburg, Deutschland 
20 µL Eppendorf Research 
           Hamburg, Deutschland 
100 µL Eppendorf Research 
             Hamburg, Deutschland 
200 µL Eppendorf Research 
             Hamburg, Deutschland 
1000 µL Eppendorf Research 
               Hamburg, Deutschland 
 
Pipettus Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co.KG 
Eberstadt, Deutschland 
 
Plattenlesegerät MWGt, Sirius HAT Injektor, Ebersberg, 
Deutschland 




















Comet IV Perceptive Instruments, Suffolk, 
England 
Geno5, Bio Tek Instruments, Bad Friedrichshall, 
Deutschland 
Analyst 3.1 Software, Boehringer, Deutschland 






Biowizard, KojairTyp KR-130BW 
Vilppula, Finnland 
 







Binder, Tuttlingen, Deutschland 
Heraeus, Hanau, Deutschland 
 
 
Beckman Coulter,  L-100XP 
Rotor SW 40 Ti S/N 
 
Waagen Sartorius, CP 64-OCE, Göttingen Deutschland 
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Wasserbad Julabo Modell EC, Seelbach, Deutschland 
 
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5417R, 
Hamburg, Deutschland 
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